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Zur Kenntnis der Peptidasen. 
1. Mitteilung!: 
Dipeptidase aus Aminopolypeptidase. 
Von 
Ferdinand Sehneider und Emmi Graef. 
(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Lederforschung, Dresden.) 
(Eingegangen am 30, Oktober 1940. ) 


Mit 3 Abbildungen im Text. 


Von W. Grassmann, W. Volmer und V. Windbichler? wurde gefunden, 
da8 eine durch Ammonsulfatfallung hergestellte dipeptidatisch schwach 
wirksame Proteinfraktion aus Trockenhefe sich durch Hefekochsaft 
aktivieren ]aBt. Uberraschender war die Feststellung, daB in gereinigten 
Aminopol ype ptidaselisungen aus Hefe, die gegen d, |-Leucyl-glycin 
unwirksam waren, durch Zusatz von Hefekochsaft Dipeptidasewirkung 
hervorgerufen werden kann. Damit war zum ersten Male eine ,,Synthese* 
eines peptidspaltenden Enzyms aus zwei unwirksamen Bestandteilen 
(oder richtiger aus einem unwirksamen und einem spezifisch anders 
wirksamen Bestandteil) bewerkstelligt worden und es konnte auf Grund 
der damaligen Ergebnisse der vorlaufige SchluB gezogen werden, daB 
die Dipeptidase aus einem hochmolekularen, hitzelabilen Bestandteil 
(Aminopolypeptidaselésung und Hefeeiweif), der Apo-dipeptidase, und 
einem niedermolekularen, dialysablen und hitzestabilen Bestandteil 
(Kochsaft), der Co-dipeptidase, aufgebaut sei. (Inzwischen ist in 
schénen und umfassenden Arbeiten von EF. Maschmann in den Pepti- 
dasen anaerober Bakterien die Existenz co-enzymartig wirkender 
Faktoren beschrieben worden®.) 

Bei Versuchen mit Elektrolytzusatzen hat sich jedoch ergeben, 
da auBer Kochsaft auch noch einfache Tonen, wie Cl’, Br’, J’, NO), 


eine Dipeptidasewirkung in Aminopolypeptidaselésungen hervorrufen 


kénnen*, Diese iiberraschende Komplettierung der Aminopolypeptidase 
zur Dipeptidase durch Neutralsalze scheint aber im  wesentlichen 
nur einwertigen Anionen zuzukommen und bei diesen wieder ist der 


1 Die Arbeiten waren bereits August 1939 abgeschlos-en, doch wurde 
die Veréffentlichung infolge des Krieges verzégert. — *? W.Grassmann, 
W. Volmer u. V. Windbichler, diese Zeitschr. 298. 8, 1938; vel. W. Grass- 
mann, Angew. Chem. 50, 913, 1937. — ? FE. Maschmann, Naturwiss. 27, 
276, 1939: diese Zeitschr. 300, 89, 1939: 302, 332, 1939: wel. aueh 
Naturwiss. 26, 791, 1938. — 4 W.Grassmann und Mitarbeiter, |. ¢.. und 
zwar $8. 14; vel. auch W. Grassmann, |. ¢. 
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Effekt am ausgepragtesten bei den Halogenen. Jodid wirkt erheblic| 
weniger als Chlorid und Bromid, wahrend das Fluorion wie in de: 
iibrigen Halogenchemie eine Sonderstellung einnimmt und keine Akt; 
vierung hervorruft. Ein spezifischer Einflu8 der Kationen tritt in den 
durchgefiihrten Versuchen nicht in Erscheinung. 


Wenn nicht anders angegeben, beziehen sich alle Zahlenangaben « 
nachstehende Versuchsansitze : 

d,l-Leucyl-glycin (Abkiirzung L.G.): Der Spaltungsansatz betray: 
5 cem. Darin befinden sich 0,6 Millimol d, l-Leucyl-glycin, 0,375 cem n N H,, 
m/30 KH,PO,. Temperatur 40° C, Spaltungszeit 1 Stunde. Die Titrations 
probe betragt 2ccm. Titriert wird mit n/20 90% alkoholischer KOH 
nach Willstdtter und Waldschmidt-Leitz und der vollstandigen Aufspaltung dei 
1-Komponente entsprechen 2,4 cem n/20 KOH. 

d, l-Leucyl-glycyl-glycin (Abkiirzung L. G. G.): Der Spaltungsansaty 
betragt 5cem. Darin befinden sich 0,5 Millimol d, l-Leucyl-glyeyl-glycin, 
0,048 com n NH,, m/25 NH,Cl, m/30 Phosphatpuffer, pg = 7,0. Tem 
peratur 40°C, Spaltungszeit 1 Stunde. Die Tritrationsprobe betragt 2 ccm 
Titriert wird mit n/20 90% alkoholischer KOH nach Willstdtter und Wald 
schmidt-Leitz und der vollstandigen Aufspaltung der |-Komponente ent 
sprechen 2,00 cem n/20 KOH. 

Beide Ansatze entsprechen den Versuchsbedingungen zur Bestimmuny 
der Dipeptidase ! und der Aminopolypeptidase *. 


Tabelle I. 
In 5cem des Ansatzes befanden sich 1,6 cem 2,75 mg einer Amino 
polypeptidaselésung *, dazu die jeweils angegebenen Mengen Neutralsalz 
Spaltungszeit: 2 Stunden. 








L. G.-Spaltung der L. G.-Spaltung det 
Aminopolypeptidase- Aminopolypeptidase 
Zusatz (Mol Liter) lésung ineem n/20 K OH Zusatz (Mol Liter) lésung in cem n/20 K OH 
allein mit Zusatz allein mit Zusatz 
NH,Cl 0,08 ~—(0,08 1,02 | NaNO, 0,02 0,04 0,78 
NH,Cl 0,02 0,08 1,00 | NH,SCN 0,02 0,04 0,37 
KCl 0,02 0,05 1,05 Lactat 0,02 0,04 0,22 
LiCl 0.02 0,02 0,90 | (NH,),S80O, 0.02 0,04 0,13 
CsCl 0,02 0,03 1,04 Tartrat 0,02 0,04 0,18 
MgCl, 0,02 0,02 1,10 Citrat 0,02 0,04 0,05 
NH,Br 0,08 0,06 0,97 Na F 0,04 0,04 0,03 
NaJ 0,02 0,04 0,54 NaF + KCl 0,08 0,04 1,14 


Diese Dipeptidasewirkung, die durch lonen hervorgerufen wird. 
ist in Ahnlicher Weise konzentrationsabhangig wie die mit Kochsaft 
erhaltene. Weitgehende Aktivierung ist in 0,01 normaler, praktisc! 
vollkommene in 0,02 normaler Lésung erreicht. 


| R. Willstétter u. W.Grassmann, Zeitschr. f. physiol. Chem. 155. 
250, 1926. 2 W. Grassmann u. H. Dyckerhoff, ebenda 179, 41, 1928. 
3 Nach W. Grassmann, L. Emden u. H. Schneller (diese Zeitschr. 271, 217. 
1934) dargestellt. 
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Tabelle II. 
Spaltungsansatz wie bei Tabelle 1. Der Hefekochsaft wurde aus Backerhefe 
der Firma P. L. Bramsch, Dresden, nach den Angaben von W. Grassmann, 
W. Volmer und V. Windbichler (l.c.) dargestellt'. Spaltungszeit : 2 Stunden. 





Hefekochsaft 


NH,Cl NH, Cl + Amino- Heiekochsaft : 
: . + Aminopoly- 
Konzentration polypeptidaselésung Menge onttadieane 
des Zusatzes L. G.-Spaltung des Zusatzes “Erte i 
in Mol/Liter in com n/20 KOH in com ptt, sy 
0,0002 0,11 0,001 0,11 
0,0020 0,3: 0,010 0,15 
0,0100 0,79 0,050 0,21 
0,0200 0,97 0,100 0,37 
0,0400 1,08 0,200 0,53 
0,400 0,66 


Es kénnte nach diesen Ergebnissen die Annahme naheliegen, 
daB auch die Wirkung des Hefekochsaftes lediglich von den darin ent- 
haltenen einwertigen Anionen herriihrt. Dies ist nicht der Fall, denn 
Hefekochsaft und einfache Anionen vermégen sich in ihrer Wirkung 
nicht zu vertreten, sondern die Wirkungen addieren sich. So wird die 
Dipeptidasewirkung, die sich bei einem bestimmten Aminopolypeptidase- 
priparat durch Zusatz von Cl’ maximal erzielen laBt, durch Hefe- 
kochsaft. noch weiter gesteigert, und zwar mehr als additiv. 


we 


Tabelle Il. 


Spaltungsansatz wie bei Tabelle [ und II. Spaltungszeit: | Stunde. 





L. G.-Spaltung 
in cem n20 KOH 


I il It! 
eg Pere ee ee ee eee ree ee 0,05 0,00 0,01 
‘ Oe MO MOE iii en cei wsecwne 126 0,92 0,84 
os 0,40 cem Hefekochsaft ............ 0,78 0,31 0,28 
‘ - 0,08 mol, K Cl +- 0.40 cem Hefekochsaft 2,17 1,89 1,79 


Der aktivierende Bestandteil des Hefekochsaftes kann also nicht 
ein einfaches einwertiges Anion sein. 

Die Méglichkeit, da die vermehrte Dipeptidasewirkung, die 
beim Zusatz des Kochsaftes zu Cl’/-Aminopolypeptidase erzielt wird, 
durch Aufspaltung etwa im Kochsaft vorhandener Poly- oder Dipeptide 
vorgetauscht sei, ist auszuschlieBen. In Ansatzen, die Hefekochsaft 
und Aminopolypeptidase -- Cl’, aber kein d, |-Leucyl-glycin enthielten, 
wurde nimlich kein Zuwachs an titrierbaren COOH-Gruppen fest- 
gestellt (vgl. Tabelle IV). 


1 100g Hefe werden in 100 cem siedendes Wasser eingetragen, die 
Suspension 5 Minuten zum Sieden, anschlieBend | Stunde auf 60° erhitat 
und dann filtriert. 


i? 
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Tabelle IV. 
Angewandt wurde der normale L. G.-Ansatz, einmal mit L. G. und einm 
ohne L. G., aber sonst dieselben Bedingungen. 





L. G.-Spaltung Spaltung oly: 


Ansatz in cem L. G. in eer 
n20 KOH n/20 KOH 
2,0mg Aminopolypeptidase Nr. 14 ............. 0,00 0,00 
0,5 mg Aminopolypeptidase Nr. 14 + 15 mg Hefe- 
WOE is vcs SRR es bee eeet 0,26 0,00 
0,5 mg Aminopolypeptidase Nr. 14 + 15 mg Hefe- 
kochsaft + 0,2 Mol/Liter KCl] ................ 1,60 0,00 


Der Kochsaft enthalt eine Reihe von Amincsauren und es wire 
daher auch daran zu denken, daB unter diesen der wirksame Stoff zu 
suchen ist. Mit den wichtigsten Aminosaduren lieB sich aber in Amino 
polypeptidaselésungen keine Dipeptidasewirkung erzielen. Eine Kom. 
bination von Chloridion und Aminosaéuren brachte ebenfalls keine 
Aktivitatssteigerung (Tabelle V). Auch f-Alanin, das nach den Arbeiten 
von Nielsen und Hartelius! in der Hefe als Wuchsfaktor wirken kann, 
zeigte keinerlei Einwirkung. 

Durch Histidin wurde sogar die Aktivitat der aus Aminopoly- 


peptidase und Chlorid ,,synthetisierten’* Dipeptidase stark herabgesetzt ; 


eine Hemmung in ahnlichem Ausma konnte auch bei der ,,normalen* 
Dipeptidase aus Hefe, wie sie beispielsweise nach W.Grassmann und 
Mitarbeitern erhalten wird?, erzielt werden, allerdings erst durch er- 
heblich héhere Histidinkonzentrationen (Tabelle V1). 


Tabelle V. 
Versuchsbedingungen wie bei Tabelle I unter Zusatz der jeweils angefiihrten 
Menge Aminosiéure. Spaltungszeit: 1 Stunde. 





L. G.-Spaltung der Aminopolypeptidase in ccm n/20 KOH 


Aminosiure (Mol) Liver) a ia a te 
5 allein mit Aminosiiure PR Fe: Pais =... 
Glykokoll 0,016 0,03 0,02 1,26 1,25 
Prolin 0,016 0,03 0,05 1,26 1,18 
Glutaminsaure 0,016 0,03 0,04 1,26 £25 
Asparaginséure 0,016 0,03 0,06 
Serin 0,016 0,03 0,03 — 
Arginin 0,016 0,03 0,00 
Tryptophan 0,016 0,01 0,06 1,36 0,90 
Histidin 0,016 0,01 0,00 1,36 0,15 
}- Alanin 0.001 0.01 — 1,00 0,95 


| N. Nielsen u. V. Hartelius, diese Zeitschr. 295, 211, 1938; 296, 359. 
1938. — * W.Grassmann u. L. Klenk, Zeitschr. f. physiol. Chem. 186, 26. 
1929. 
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Tabelle VI. 


Versuchsbedingungen wie bei Tabelle 1 und VY. 





Zugesetzte 


L. G.-Spaltung in ccm n/20 KOH durch 


Cl'-Aminopoly- 


Dipeptidasetrockenpriparat 





Menge Histidin peptidase 
120 Min. 40 Min. 70 Min. 120 Min. 

a IN i aclise, Goerena bvasistntta 1,38 - 1,20 201 

S ERR P ROE NOr ose ce cc es 1,29 

2 «497° Si atc ganctabiate 0,81 

4 -1Q-° Se lly Caleta etree 0,41 

gs .10-3 See rig Lee ohiniedew ses 0,11 1,10 2,00 
1.6+- 1072 oe ORE aay ge ha 0,46 0,78 1,47 
2 -10°3 = Re re rere 0,02 - 

4 -10°3 I 0,31 0.47 0,69 


Die aus Aminopolypeptidase 
dase + KCl 


von der ,,normalen* Dipeptidase, wie sie als Trockenpriparat aus Hefe 


KCl bzw. aus Aminopolypepti- 
Kochsaft ,,synthetisierte™ Dipeptidase unterscheidet sich 


vewonnen wird!, aber auch von den bekannten Dipeptidasen tierischer 
Herkunft beispielsweise aus Niere oder Darmschleimhaut in mehrfacher 


Hinsicht : 
Dipeptidasetrockenprap. A.G. ' 


Dipeptidasetrockenprap. L 


Ds 
= 





Ns 
% 





Aminopolypept-Lsg. 1.6 + KCL 





0 0 2 9 40 50 60 ™ 8) 9 100 110 120 1390 140 
Zeit _—e Min. 


Abb. 1. Spaltung von Leucyl-glycin und Alanyl-glycin durch ,,normale‘‘ Hefedipeptidase und 
chloridaktivierte Aminopolypeptidase. Versuchsbedingungen s. 8. 250. 





Wiahrend ,,normale** Hefedipeptidase (ebenso wie die Dipeptidase 
aus Darmschleimhaut oder Niere) Alanyl-glycin erheblich rascher spaltet 
Chlorid 
. synthetisierte’* Dipeptidase umgekehrt. Glycyl-glycin wird von der 


als Leucyl-glycin, verhalt sich die aus Aminopolypeptidase 
.8ynthetisierten’* Dipeptidase nur in ganz geringfiigigem Umfange 
gespalten. 


! W.Grassmann u. L. Klenk, 1. ¢. 
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Ferner erfolgt die Hydrolyse im Falle der , normalen™ Hefedipey 
dase und der Dipeptidase des Darmes (Linde rstrom-Lang') bei L.G 
und A.G. bis zu einer weitgehenden Umsetzung des Substrats ziemlic| 
linear (vgl. dazu auch Grassmann-Klenk? und Grassmann-Peters- Mayr® 
im Falle der ,.synthetisierten“’ Peptidase dagegen beobachtet man ein 
stark gekriimmte Kurve des Reaktionsverlaufs. 
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Abb. 3. 


Beriicksichtigt man, daB nach den Ergebnissen von Grassmann 
und Mitarbeitern4 die Affinitaét der Dipeptidasen zum Leucyl-glycin 
gréBer ist als die zum Alanyl-glycin, wahrend die Zerfallsgeschwindigke'! 


1 K. Linderstrom-Lang, Zeitschr. f. physiol. Chem. 182, 151, 192% 


2 W. Grassmann u. L. Klenk, 1. c. 8 W. Grassmann, L. Klenk u. 


1’. Peters-Mayr, diese Zeitschr. 280, 307, 1935. 1 Dieselben, |. ¢. 
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der Enzym-Substratverbindung beim Alanylglycin gréBer gefunden 
wird, so gelangt man zu einer einfachen Deutung der heiden Befunde 
durch die Annahme, daB in der ,,normalen** Dipeptidase ein Enzym 
von relativ hoher, in der ,,synthetisierten** Dipeptidase ein Enzym von 
sehr geringer Substrataffinitaét vorliegt. Man k6énnte versuchen, die 
beschriebenen Dipeptidasen in eine Reihe von fallender Substrat- 
affinitét einzuordnen, wobei der Dipeptidase der Niere und der Darm.- 
schleimhaut die héchste, der ,normalen** Dipeptidase aus Hefe eine 
mittlere und der ,,synthetisierten** Dipeptidase die geringste Substrat- 
affinitat zukommt!. 

Das Verhalten bei Hemmungsversuchen mit Aminosaurezusatzen 
entspricht dieser Annahme: Die Dipeptidase, die durch Zufiigen von 
KCl zur Aminopolypeptidase entsteht, ebenso die Dipeptidase aus 
Aminopolypeptidase und Hefekochsaft und schlieBlich die Dipeptidase 
aus Aminopolypeptidase + KCl + Kochsaft alle drei Systeme 
werden in ihrer Wirkung auf Leucylglycin durch Zusatz von Leucin 
stark gehemmt im Gegensatz zur ,.normalen*: Dipeptidase. 

Die Versuche zu Abb. | bis 3 wurden in 20 cem-Ansitzen ausgefiihrt, 
die 2,4 Millimol d, l-Leueyl-glyein bzw. d, ]-Alanyl-glycin (A. G.), 1,5 cem 
n NH, und m/30 KH,PO, enthielten. Weiter waren 4,8 ccm Amino- 
polypeptidaselésung und entweder 0,8ccm 2n KCl oder 2,0 cem Hefe- 
kochsaft bzw. beide zusammen enthalten. Bei den Versuchen mit Hefe- 
dipeptidase kamen 40 mg eines Trockenpraparates? zur Anwendung. Bei 
den Hemmungsversuchen wurden noch 131 mg |-Leucin zugesetzt, das mit 
NH, auf ein py von 7,8 eingestellt war. Titrationsproben 2 ccm. 

Das Bild der durch Chlorid bzw. Kochsaft aktivierten Amino- 
polypeptidase in bezug auf Reaktionskinetik und relative Spezifitat 
(deutliche Spaltung von Leucyl-glycyl-glycin und Leucyl-glycin, ge- 
ringere Spaltung von Alanyl-glycin, nahezu fehlende Glycyl-glycin- 
Spaltung) erinnert stark an die in der Literatur als ,,Leucylpepti- 
dasen“ beschriebenen Enzyme’. Es wird notwendig sein, das Vor- 
kommen dieser Enzyme unter Beriicksichtigung der neu gewonnenen 
Erkenntnisse zu tiberpriifen. 

,.Normale* und ,,synthetisierte’* Dipeptidase wurden weiterhin 
in ihrem Verhalten gegeniiber den bekannten Enzymgiften Cystein 
und Schwefelwasserstoff verglichen. 


! Vel. auch W. Grassmann u. F. Schneider, diese Zeitschr. 273, 452, 1934 

2 W.Grassmann u. L. Klenk, 1. ©. 3 K. Linderstrom-Lang, Zeitschr. 
f. physiol. Chem. 182, 151, 1929; 4K. Linderstrom-Lang u. M. Sato, ebenda 
184, 83, 1929: K. Linderstrom-Lang, ebenda 188, 48, 1929; Derselbe, C. r. 
Lab. Carlsberg 19, . 1931; N. PY ie Johnson, G. Fi. Johnson u. W. H. Pe terson, 
J. of biol. Chem. 116, 515, 1936; H. Holter, F. E. Lehmann-Bern u. 
K. Linderstrom-Lang, Zeitschr. f. physiol. Chem. 250, 237, 1937; C.r. Lab. 
Carlsberg, Sér. chim. 21, 259, 19387: J. Berger u. M. J. Johnson, J.-of biol. 
Chem. 1380. 641, 655, 1939 
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Tabelle VII. 
Versuchsbedingungen wie bei Tabelle I und Il, unter Zusatz der 
sprechenden Mengen Cystein bzw. H,S8. 





L. G.-Spaltung 
in cem n/20 KOH 


30 Min, 60 Min. 120 M 


K Cl-Aminopolypeptidase  .........664 . cet ccvsseeess 0,65 0,90 1,20 
ae + 10-2 Mol/Liter Cystein 0,00 0,00 0.0 

bios % rr 0,14 0,44 0,98 

10-4 5 Mg tO Be 1 0,68 

Dipeptidasetrockenpraparat ..................... 0,56 1,34 
i +10-* Mol/LiterH,S .. 0,00 0,11 0,1 


Qualitativ verhalten sich beide Dipeptidasen gleichartig, dem 
sie werden durch beide Enzymgifte gehemmt. Schwefelwasserst of! 
wirkt allerdings auf die ,,synthetisierte’* Dipeptidase entschiede: 
weniger stark ein als auf die ,.normale*. 
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Uber das Verhalten der molaren Konzentration 
und des Reservealkaligehaltes des Blutes 
skorbutkranker Meerschweinchen. 

Von 
Alexander Hegyi und Paul Keézdi. 

(Aus dem Physiologisch-Chemischen Institut der Universitat Budapest.) 


(Eingeqangen am 21. November 1940.) 
geqang 


Nach der Entdeckung des experimentellen Skorbuts durch A. Holst 
und 7. Fréhlich setzte die heute bereits weit ausgedehnte Reihe der 
Forschungen tiber die Skorbuterscheinungen ein. In erster Linie erfolgten 
eingehende Untersuchungen in Verbindung mit dem Stoffwechsel und 
der Funktion der innersekretorischen Driisen. Die Beobachtungen 
von Mosonyi und Rigé!, daB der Gaswechsel skorbutkranker Meer- 
schweinchen am Ende des Krankheitsverlaufs erheblich gesteigert 
ist — was auch Calcinai und Galigani*, Baucke®, sowie E£. Fidlar, 
M. Sheppard und EF. W. Mc Henry* bestatigten lenkten die Auf- 
merksamkeit auf die besonders bedeutende Rolle der Schilddriise bei 
der Entstehung des Krankheitsbildes (.Vosonyi®, Garta®). Die anatomi- 
schen Veranderungen der Schilddriise wahrend des Skorbuts waren 
schon den alteren Forschern bekannt; tiber Hypertrophie bzw. fiir 
basedowartige Veranderungen charakteristische Hyperplasie berichteten 
mehrere Autoren’. K. J). Harris und E. A. Smith® beobachteten die 
mit der Schwere des Skorbuts parallel verlaufenden histologischen 
Veranderungen Vermehrung der interfollikularen Zellen, Verminde- 
rung des Kolloids, Héherwerden der Epithelzellen bei lediglich 
ungeniigender Ernaihrung nicht. Auf den EinfluB der Schilddriise 
weisen Mouriquand® und K. Jones" hin, ebenso auch das Ergebnis von 
E. Nobel und R. Wagner", daB auf Verabreichung von Schilddriisen- 
wirkstoff der Skorbut einen rascheren und schwereren Verlauf zeigt. 


' Mosonyi u. Rigd, Zeitschr. f. physiol. Chem. 222, LOO, 1933. 
® Caleinai u. Galigani, Ber. ii. d. ges. Physiol. 82, 529, 1935. 3 Baucke, 
Pfliigers Arch. 241, 392, 1938. — 4 Fidlar, Sheppard u. Me Henry, Biochem. 
J. 33, 344, 1939. 5 Mosonyi, Klin. Wochenschr. 19386, I, S. 24. 5 Garta, 
diese Zeitschr. 290, 364, 1937. * Bessesen, Amer. J. of Physiol. 68, 245, 
1923; Lopez-Lomba u. Randoin, C. vr. Acad. Sci. 176, 1575, 1923: Marine, 
Bauman u. Rosen, Proce. Soc. exper. Biol. a. Med. 31, 870, 1934; UVotila, 


Duodecim 1937, 8S. 7; Morelli, Sperimentale S1, 127, 1927. — * Harris u 
Smith, Amer. J. of Physiol. 84, 599, 1928. ¥ Mouriquand, C. r. soe. biol 
88, 216. 1923. — 1° K. Jones, Monatschr. f. Kinderheilkde. 26, 6, 545, 1923. 


— " EF, Nobel u. R. Wagner, Zeitschr. f. d. ges. exper. Med. 38, 181, 1923, 
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Nahere Angaben iiber den Wirkungsmechanismus der Schilddriis: 
und des Vitamins C brachten Untersuchungen, welche einen Antagonis 
mus zwischen Thyroxin und dem Vitamin C feststellten, und zwa; 
eine bei Verabfolgung des Hormons eintretende Vitamin C-Verarmuny 
des Organismus bzw. Aufhebung der Folgen einer dargereichten tédliche: 
Menge Thyroxin durch Anwendung von Vitamin C!. May, Murray 
und Morris? fanden beim Meerschweinchenskorbut auf Vitamin C-Galy 
eine Riickbildung der Hyperamie der Schilddriise. Fasold? beobachtete 
beim Meerschweinchenskorbut eine Erhéhung des Jodblutspiegels vom 
Normalwert von 15 bis 31 y% auf 82 bis 94y%. Nach Ldhr4 senkt 
das Vitamin © den Jodspiegel des Blutes. F. Addari und F. Volpe 
konnten bei der Untersuchung des Einflusses von Vitamin C auf den 
Blutzucker ebenfalls eine Hemmung der Thyroxinwirkung nach Verab 
reichung von Vitamin C nachweisen. Bei Versuchen mit Kaulquappen 
konnte dieser Antagonismus jedoch nicht festgestellt werden ®. 

Hierher gehéren noch folgende Untersuchungen: Aszédi7 stellte 
die Ahnlichkeit des Blutbildes von skorbutkranken und hyperthyreoti- 
schen Tieren fest. Nach Garta® hob sich beim Skorbuttier auf Verab- 
reichung von Vitamin C der ahnlich wie bei der Basedowkrankheit 
verminderte kolloidosmotische Druck des Blutserums wieder aufs Nor- 
male; Dénes® fand beim Skorbut den Gesamtglutathiongehalt von 
Leber, Nieren und Herz in Ubereinstimmung mit der Thyroxinwirkung 
gesteigert. Doby und Weisinger™ stellten im Verlaufe des Skorbuts 
einen Zusammenhang zwischen der Veranderung des Adrenalingehalts 
der Nebennieren und des Blutes und der gesteigerten Schilddriisen- 
funktion fest, ebenso auch Sdrfy". Aszédi und Sas!2 schlossen aus dem 
erhéhten Zuckerverbrauch des Herzens skorbutkranker Meerschweinchen 
auf eine gesteigerte Schilddriisenfunktion. 

Die neuesten Untersuchungen von Mosonyi und Kézdi'3 bestatigen 
zweifellos die besonders bedeutende Rolle der Schilddriise bei der Aus- 
bildung der skorbutischen Stoffwechselstérung. Es gelang ihnen fest- 


' Demole u. Ippen, Zeitschr. f. physiol. Chem. 235, 226, 1935; Mosony/, 
ebenda 237, 173, 1935; Plaut u. Biilow, Klin. Wochenschr. 1925, IT, 8S. 1318: 
J. Svirbely, J. of biol. Chem. 111, 147, 1935; S. Thaddea u. H. J. Runne. 


Zeitschr, f. exper. Med. 108, 283, 1938. — * May, Murray u. Morris, 
Zeitschr. f. Vitaminforsch. 6, 239, 1937. — *% Fasold, Zentralbl. f. d. ges 
Kinderheilkde. 19, 599, 1934. — ‘4 Léhr, Med. Welt 10, 533, 1936. 

° F. Addari u. F. Volpe, Arch. di Sci. Biol. 25, 372, 1939. § Schafer. 
Klin. Wochenschr. 1936, I, 8. 406; Schréder u. Dormann, Endokrinol. 17. 
145, 1936. — 7 Aszdédi, diese Zeitschr. 291, 34, 1937. — ® Garta, ebenda 
290, 364, 1937. — ® Dénes, ebenda 295, 95, 1937. — !° Doby u. Weisinge? 
Zeitschr. f. physiol. Chem. 255, 259, 1938. — ™ Sarfy, Zeitschr. f. physio! 
Chem. 255, 259, 1938. — 12 Aszddiu. Sas, diese Zeitschr. 298, 1, 1938 


13° Mosonyi u. Kézdi, Pfliigers Arch. im Druck. 
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zustellen, da an athyreotischen, skorbutkranken Meerschweinchen 
die obenerwahnte, gegen Ende des Versuchs auftretende betrachtliche 
Gaswechselsteigerung nicht beobachtet werden kann. 

Aus den angefiihrten Literaturangaben ergibt sich daher, daB im 
Laufe des Skorbuts die Aktivierung der Schilddriise zahlreiche Ver- 
finderungen im Stoffwechsel nach sich zieht. Auf Grund der. zuerst 
von Mosonyi und Rigo nachgewiesenen, in den Verbrennungsprozessen 
eintretenden Steigerung konnte angenommen werden, dap im Verlaufe 
des Skorbuts auch in der molaren Konzentration und im Alkalireserve- 
gehalt des Blutes Verdnderungen erfolgen. 


Untersuchungsverfahren. 

Unsere Untersuchungen nahmen wir an Meerschweinchen mit Hilfe der 
von Demole' angegebenen Diat vor. Das Bestehen des Skorbuts stellten wir 
an den Ergebnissen der Gewichtskurven, an Gingiva-, Gelenks-, Rippen- 
periost-Blutungen, der Lockerung der Mahlzaihne und der ,,skorbutischen 
Haltung™ fest. 

Das Blut entnahmen wir sowohl zur Bestimmung der Alkalireserve als 
auch der molaren Konzentration nach 12stiindigem Hungern, um die mit 
der Verdauung einhergehenden Schwankungen in der Zusammensetzung 
des Blutes zu vermeiden. Die Blutentnahme erfolgte zuerst an der heraus- 
praparierten Carotis, spaiter durch Punktion der linken Herzkammer. 

Zur Bestimmung der Gefrierpunktsenkung benutzten wir das Guye- 
Bogdansche, durch R. Burian und Drucker verbesserte Kryoskop. Die 
Bestimmung der Alkalireserve erfolgte nach van Slyke und Neille?. 


Versuchsergebnisse. 
1. Molare Konzentration (Tabelle 1). 


Unseren Untersuchungen zufolge schwankte der Getrierpunkt des 
Blutes normaler Meerschweinchen zwischen — 0,57 und 0,589 C, 
Die Gefrierpunktsenkung des Blutes skorbutkranker Meerschweinchen 
untersuchten wir in der Weise, daB wir Untersuchungsdaten aus den 
verschiedenen Stadien des Skorbuts gewannen. Wie aus Tabelle | 
ersichtlich, ist zu Beginn des Skorbuts die Gefrierpunktsenkung etwas 
geringer. Diese Erscheinung war am 6. Tage am deutlichsten (— 0,55°C). 
Schon zu Beginn der 2. Woche hebt sich die Gefrierpunktsenkung des 
Blutes wieder auf den normalen Wert, im Laufe der 3. und 4. Woche 
iiberschreitet sie diesen sogar. Maximal gelang es uns, eine Gefrierpunkt- 
senkung bis 0.6659 C nachzuweisen. 

Die ar: Anfang des Skorbuts beobachtete geringfiigige Senkung 
kann vielieicht durch die Versuchsergebnisse von A. ABasilico® erklart 


1 Demole, Zeitschr. f. Vitaminforsch. 3, 89, 1934. — *? J. P. Peters u. 
D. D. van Slyke, Quantitative Clin. chem. 1932, London. 3 4, Basilico, 
Riv. chim. patol. sperim. 1, 5, 406, 1926. 
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Tabelle L. 





Dauer aes Gewichts- Gefrier- Dauer anal Gewichts- Gefrier 
der Gewicht 2U) yverjust am punkt- der Gewicht 2U | yerlust_ am punkt- 
Skorbut- Versuchs- _¥nde des | senkung | Skorbut-  Versuchs- nde des senkuny 
dit beginn Versuchs | des Blutes diiit beginn Versuchs des Blut 
Tage g % 0C Tage g % 0 ¢ 

3 295 aa — 0,57 21 339 4,1 — 0,58 

5 286 2,1 0,56 22 322 4,6 0.60 

6 310 2,5 0,55 23 380 27,6 - 0,61 

7 308 0.6 0,58 24 410 31,7 0,66 

9 302 1,9 0,575 25 375 12,0 — 0,59 
10 324 4,9 - 0,58 28 332 18,6 0,59 
12 405 5.6 0.575 29 355 17,0 0.61 
14 285 19,3 ~ 0,58 30 384 27,6 0,61 
15 355 1,9 — 0,58 32 348 27,0 — 0.605 
18 395 3.8 0,595 33 330 34,5 0,65 





werden, namlich, da8 im Verlaufe des Skorbuts, besonders in den ersten 
10 Tagen, im Blute von Meerschweinchen eine geringgradige Hydrami 
auftritt. Zur Erklarung der im spateren Stadium stattfindenden Kon 
zentrierung des Blutes diirften in erster Linie die Untersuchungs 
ergebnisse von M. Sheppard und EF. W. Me Henry) herangezogen 
werden, die in der 3. Woche des Skorbuts eine Verminderung der Wasser 
retention beobachteten, welche die Verdickung des Blutes nach sich 
ziehen kénnte. Aber auch die in diesem Stadium des Skorbuts ein 
tretende Aktivierung der Schilddriise und die Steigerung der Ver 
brennungsprozesse kénnten die Erhéhung der molaren Konzentration 
des Blutes zustandebringen. Randoin und Michaux? beobachteten 
tatsichlich, daB im Verlaufe des Skorbuts der Harnstoff-, Na- und 
Cl-Gehalt des Blutes anstieg, wihrend die K-Menge sich verminderte 
Lewis und Karr? zufolge steigt ebenfalls der Harnstoffgehalt des Blutes 
Nach den Untersuchungen von A. Michaux* erhéht sich auch der 
Ca-Gehalt von Blut, Muskeln, Gehirn und Nieren, bei gleichzeitiget 
Verminderung der Kalkausscheidung. Demgegeniiber beobachteten 
Vilter und Johnstin®, daB sich Harnstoff, Harnsiure und Kreatinin 
im Verlaufe des Skorbuts nicht andern, und nach Cioglia® tritt bei 
skorbutkranken Meerschweinchen mit fortschreitender Avitaminose 
ein steigender Mangel von P und Ca ein; Vitamin C erhéht die Ca- 
und P-Retention. 
2. Alkalireserve (Tabelle IT). 

Tabelle Il zeigt die Veranderungen der Alkalireserve, zusammen 

gestellt nach den Tagen der Skorbutdidt. Die Alkalireserve des Blutes 


' Sheppard u. Me Henry, Biochem. J. 38, 655, 1939. 2 Randoin u 
Michaux, C. r. Acad. Sci. 191, 1378, 1930. 3 Lewis u. Karr, J. of biol 
Chem. 28, 17, 1916. — 4 A. Michaux, C. r. Acad. Sci. 198, 2285, 1934. 

5 Valter u. Johnstin, J. Nutrit. 18, 329, 1937. § Cioglia, Boll. Soe. ital 
bioch. sper. 14, 411, 1939. 
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der von uns verwendeten normalen Meerschweinchen entsprach einem 
Mittelwert von 39 Vol.-°.. Da der Alkalireservewert sich mit dem Alter 
der Tiere andert (B. Teich!), wahlten wir mit den skorbutkranken 
Meerschweinchen gleichaltrige Kontrolltiere aus und bezogen die an 
den skorbutkranken Tieren gewonnenen Alkalireservewerte auf diese 
Normaltiere. 

Tabelle ILI. 





Dauer ane Gewichts- Alkali- Dauer wie ; Gewichts- Alkali- 
der asta verlust am —_sreserve- der eam verlust am —_sreserve- 
Skorbut- CrPUCHS- | Ende des gehalt Skorbut- ersucns- Ende des gehalt 
diiit beginn Versuchs des Plasmas] diiit beginn Versuchs — des Plasmas 
lage g % Vol.-% Tage g % Vol.-°% 
3 410 1,2 32 14 370 17.8 41 
4 450 6,6 35 19 360 26.3 50 
5 455 15,4 31 20 340 25,0 42 
7 370 17,8 30 22 440 9,1 36 
10 460 22,8 39 2b 440 11,5 53 
10 375 5,7 42 29 405 24,7 44 
12 455 15,5 42 37 440 31,8 58 
13 470 4,2 33 





In der 1. Woche des Skorbuts beobachteten wir den normalen 
gegeniiber erniedrigte Werte (30 bis 35 Vol.-%). In der 2. Woche 
steigt die Alkalireserve bereits und zeigt einen Wert um die Grenze 
des normalen. Im Endstadium des Skorbuts, also in der 3. und 4. Woche, 
ist jedoch eine ausgesprochene Erhéhung nachzuweisen. Eine Ausnahme 
bildet nur das am 22. Tage untersuchte Tier mit 36 Vol.-° 
aber auch die K6rpergewichtsverminderung nicht so ausgesprochen 


,, bei dem 
war wie bei den anderen, was auf eine individuell héhere Widerstands- 
fahigkeit dieses Tieres hindeuten diirfte. 

Da wir in unseren Ausgangserwagungen eine gesteigerte Funktion 
der Schilddriise zugrundelegten, kénnen auch die auf die menschliche 
Hyperthyreose beziiglichen Untersuchungen Anspruch auf  Interesse 
erheben. Diese zeigen jedoch in bezug auf die Alkalireserve die ab- 
weichendsten Ergebnisse. Man fand sowohl Erhéhung, Senkung und 
auch unveranderte Werte2. 

In Tierversuchen erhielten C. /. Parhon und H. Derevicy® auf 
Thyroxinverabfolgung keine Abweichung. Rossignoli4 und neuerdings 
A. T. Chudrojeva® beschrieben eine Erhéhung der Alkalireserve bei 
thyreoidektomierten Hunden. Nakatsugawa® zufolge sanken bei seinen 
mit Schilddriisenextrakt gefiitterten Kaninchen die Blut-py-Werte 
(Acidose). 


| B. Teich, C. xr. Soc. Biol. Paris 151, 1021, 1929. 2 Altenburger u 
Boger, Klin. Wochenschr. 1938, I], S. 1983. % Parhon u. Derevicy, C.1 
Soc. Biol. Paris 107, 386, 19381. * Rossiqnoli, ebenda 113, 450, 1933 
* Chudrojeva, Ber. d. ges. Phys. 116, 441. 1940 § Nakatsugawa, ebenda 


72, 485, 1933. 
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A. E. Wright’ hielt anfinglich den Skorbut fiir eine Folge de 
Acidose, so daB bereits im Jahre 1919 Alkalireservebestimmunge), 
ausgefiihrt wurden. J. F. Me Clendon, W.C.C. Cole, O. Engstrand 
und G. E. Middlekauf? fanden bei der Untersuchung skorbutkranke: 
Meerschweinchen, daB die Alkalireserve unverandert sei und der Skorbut 
in gar keiner Beziehung zur Acidose stehe. Funk? gelangte auf Grund 
seiner Fiitterungsversuche mit Natriumcarbonat zu derselben Schlut; 
folgerung. G. Mouriquand, A. Leulier und P. Sédallian' beobachteten 
am 27. Tage des Skorbuts eine Verminderung der Alkaliresery: 
ohne py-Veranderung. Auch We Carrison® fand die Alkaliresery: 
vermindert. Weiter diirfte auch J. Shimadas® Befund iiber ein 
Vermehrung der Acetessigsaure und /-Oxybuttersdure dafiir sprechen 
daB sich, wenn auch nicht das py, so doch die Alkalireserve beim Skorbut 
vermindere. Nach Shimada‘ sinkt im letzten Stadium des Skorbuts 
die Menge der Milchséure im Blute in geringem Mae, wahrend 
F.E. Krusius und P.E.Simola® etwas erhéhte Milchsaurewerte 
fanden. Tirzy und Falroy® beobachteten am Menschen auf intravenése 
Verabfolgung von Vitamin C ein Sinken der hohen Milchsaurewerte 
und eine Erhéhung der niedrigen. Zur Erklarung nahmen sie eine 
den Milchséurespiegel regulierende Wirkung der Ascorbinsaure an. 
was zur Erhaltung des optimalen py nétig ware. Capuzzi! glaubte bei 
ahnlicher Anwendung des Vitamins C unmittelbar nach der Injektion 
eine geringe Erhéhung der Alkalireserve nachweisen zu kénnen. 


DaB die von uns erhaltenen Untersuchungsergebnisse nicht infolge 
lange andauernden Hungerns eintraten, machen die von Gamble, Koss 
und Tisdall'' an Kindern wahrend des Hungerns gemachten Beob 
achtungen wahrscheinlich, bei welchen eine Verminderung der Alkali 
reserve nachgewiesen wurde. Mouriquand und Mitarbeiter !2 beobachteten 
bei gainzlichem Hungern parallel mit den fortschreitenden Gewichts. 


verlusten eine Verminderung der Alkalireserve. Die Veranderung der 


Alkalireserve kann jedoch auch nicht auf die von MW. Sheppard und 
Mc Henry festgestellte Verminderung der Wasserretention zuriick 
gefiihrt werden, denn Solano™ zufolge ist der Wasserverlust des Organis 


1 A. E. Wright, Army. Med. Dep. Rep. 37, 394, 1896. 2 Me Clendoi 
Cole, Engstrand u. Middlekauf, J. of biol. Chem. 40, 24, 1919. 3 Funl 
Die Vitamine, 2. Aufl. Miinchen 1922. ' Mouriquand, Leulier u. Sédallia, 
Ber. d. ges. Phys. 48, 553, 1928. 5 Me Carrison, Indian J. med. Re- 
20, 971, 1933. 8 J. Shimada, J. of Biochem. 20, 395, 1934. — 7 De 
selbe, ebenda 20, 147, 1934. 8 Krusius u. Simola, Ber. d. ges. Phys. 101 
408, 1939. — ° Tirzy u. Falroy, Giorn. Clin. med. 18, 1563, 1937. 
0 Capuzzi, ebenda 19, 2, 1938. — !! Gamble, Ross u. Tisdall, J. of bi 
Chem. 57, 633, 1923. — !* Mouriquand u. Mitarbeiter, Ber. ii. d. ges 


Physiol, 48, 551, 1928. — ' Solano, ebenda 39, 219, 1927. 
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mus von Acidose begleitet, und auch Schiff! beobachtete bei der Exsiccose 
der Sauglinge Acidose. Demgegeniiber fand Csapé2 bei experimenteller 
Exsiccose der Hunde keine nennenswerte Verinderung des Bicarbonat- 
gehalts des Blutes. Es scheint daher, daB die Rolle des Wasserhaushalts 
weder in dieser Beziehung, noch auch hinsichtlich des Skorbuts end- 
giltig als geklart zu betrachten sei. 

Im Endergebnis spricht also eine sehr groBe Wahrscheinlichkeit 
dafiir, daB sowohl die Erhihung der molaren Konzentration als auch dic 
der Alkalireserve auf denselhen Faktor, némlich die Steigerung der Ver- 
brennungsprozesse zurtickzufiihren ist, die wiederum sich als Folge der im 
Laufe des Skorbuts auftretenden Aktivierung der Schilddriise einstellt. 
Zur weiteren Klarung der Frage werden die Versuche fortgesetzt. 


Zusammenfassung. 


Die molare Konzentration des Blutes skorbutkranker Meer- 
schweinchen sinkt in den ersten Tagen des Skorbuts in geringem Grade, 
vom 18. Tage an jedoch steigt sie maBig an. 

Ahnlich verhalt sich auch die Alkalireserve des Blutes; zu Beginn 
des Skorbuts sinkt sie etwas, dann steigt sie auf den normalen Wert 
und erhebt sich am Ende des Krankheitsverlaufes iiber denselben. 


' Schiff, Ber. ii. d. ges. Physiol. 49, 200, 1929. 2 Csapo, Monatsschr. 
f. Kinderheilkde. 58, 1, 1933. 

















Kinfache Methode zur quantitativen Bestimmung 
aller Eiwei®Bfraktionen und des Gesamteiweif- 
gehaltes im normalen und pathologischen Liquor. 
Von 
Paul Ujsaghy. 
(Aus der Kinderklinik der Elisabeth-Universitat in Pées.) 
(Eingegangen am 4. Dezember 1940.) 
Mit | Abbildung im Text. 


Fiir die Bestimmung der EiweiBfraktionen des Blutpla:mas sind 
mehrere Methoden vorhanden, tiber ein Verfahren zur Bestimmung 
aller EiweiBfraktionen des Liquors (Euglobulin und Fibrinogen in- 
begriffen) ist uns jedoch nichts bekannt. Diese Tatsache ist wahrschein- 
lich dadurch zu erklaren, daB der normale Liquor nur Albumine und 
Pseudoglobuline, eventuell minimale Mengen Eugolbulin § enthalt. 
Fibrinogen ist in der normalen Lumbalfliissigkeit nicht zu finden. Im 
pathologischen Liquor aber erscheint Fibrinogen und fallt sogar bei 
bestimmten Krankheitsformen als Fibrinnetz aus. Ist also die Ab- 
trennung des Albumins und Globulins mitte!s Ammoniumsulfat im 
Liquor angezeigt, so scheint auch die gesonderte Bestimmung des 
Fibrinogens als einer gut umschriebenen und in gewisser Hinsicht 
selbstiindigen Fraktion berechtigt zu sein. 

Dies wurde unter anderen auch durch unsere Liquor-Fraktions- 
untersuchungen erhartet, von denen bereits tiber 2000 vorliegen und 
iiber die teilweise von uns (1) in der Monatsschrift fiir Kinderheilkunde 
berichtet wurde. Unser Ziel war die Ausarbeitung einer Methode. 
durch welche dieses vernachlassigte Gebiet der Liquorforschung fiir 
Untersuchungen in breiterem Kreise zuganglich gemacht werden kann 

Zu Beginn der Ausarbeitung unserer Methode waren wir bestrebt. 
ein Bestimmungsverfahren aus der groben Menge der Literaturanga ben 
auszuwahlen, welches nicht viel Liquor erfordert und ohne Standard 
lésung, einfach, doch mit der nétigen Genauigkeit anzuwenden ist 

Als einzige Méglichkeit zur Bestimmung sehr oft minimaler Fi 
weiBmengen blieb die Triibungsmessung auf diaphanometrischem Wege 
mit dem Zeif-Pulfrich-Photometer. 

Zur Abtrennung der EiweiBfraktionen des Liquors wurde die ver 
breitete und gut bewahrte Fraktionierungsmethode durch Ammonium 
sulfat angewendet. Mit Halbsattigung durch Ammoniumsulfat wurd 
Gesamtglobulin + Fibrinogen, mit 33°%iger Sattigung Euglobulin 


- Fibrinogen und mit einer 27 %igen Sattigung das Fibrinogen niede1 
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veschlagen. Das GesamteiweiB wurde nach Rusznyak (2) durch saure, 
halbgesattigte Ammoniumsulfatlésung ausgefallt. 

Zur Berechnung der Ergebnisse der photometrischen Messungen 
wurde fiir das Gesamteiweif8 und fiir die Fraktionen eine einzige Eich- 
kurve bestimmt und fiir jede Fraktionsgruppe gemaB der verschiedenen 
Verdiinnungsverhiltnisse ein anderer mg%-MaBstab an den Abszissen 
angegeben. Es wurde nimlich vermutet, daB die Resultate der Triibungs- 
messungen farbloser EiweiBlésungen bei Beriicksichtigung der Ver- 
diinnungsunterschiede in derselben Eichkurve verwertet werden kénnen. 
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Als solche wurde die GesamteiweiBkurve angenommen, da die Daten 
dieser Kurve mit voller chemischer Genauigkeit bestimmt werden 
kénnen. 

Zur Bestimmung der GesamteiweiBkurve wurden 40 normale 
und pathologische Liquore mit einem EiweiBgehalt unter 100 mg%, 
benutzt. Ihr EiweiB-N-Gehalt wurde wie itiblich kjeldahlometrisch 
bestimmt und der tatsichliche GesamteiweiBgehalt aus den N-Werten 
durch Multiplizieren mit 6,25 in mg% berechnet. Die prozentuale 
Lichtdurchlassigkeit bzw. die Extinktion der Standardlésungen mit 
bekanntem EiweiBgehalt wurde im Pulfrich-Photometer mit Filter 55, 
bei 10 mm Schichtdicke bestimmt. Es wurde auch die Extinktion des 
Leerwertes (Wasser + saure Ammoniumsulfatlésung) festgestellt und 
von den EiweiBextinktionen abgezogen. Dann wurde aus den Mittel- 
werten die untenstehende Extinktionskurve konstruiert, aus welcher 
der jedem Extinktionswert entsprechende EiweiBgehalt unmittelbar 
in mg% abgelesen werden kann. 


Biochemische Zeitschrift Band 307. 18 

















266 P. Ujsdghy: 


Fiir die einzelnen Fraktionsgruppen wurden Zahlenfaktoren , 
rechnet. Durch Multiplizieren der Extinktionszahlen mit den unte 
stehenden Zahlenfaktoren wird der EiweiBgehalt in mg®% erhalte: 


5 /o 
RNUMIUGIUURE o58o ccd aise oes OO yb as adores Ga eos 367.6 
Gesamtglobulin + Fibrinogen ...................06. 244.8 
Bauwlotiiin: -- PrOrimegen: 6 oii edict eect ckwesscwame’s 202,9 
WMI i are yang grccg ol die nete-cies ib acGbi ede wee eR wie als 188,2 


Es war nun die Frage, ob die rechnerisch ermittelten Fraktion- 
maBstaibe der Wirklichkeit entsprechen oder nicht. 

Zur Bestimmung der GesamteiweiBkurve stand uns eine genati 
chemische Methode zur Verfiigung. Zur Bestimmung der Eiwe 
fraktionen des Liquors waren die chemischen Methoden unbrauchb: 
Wir muften naimlich meistens mit so feinen Niederschlagen bzw 
Opaleszenzen arbeiten, daB sie gew6hnlich gar nicht filtriert oder zent: 
fugiert werden konnten. Als einzige Bestimmungsméglichkeit blieb di 
nephelometrische Feststellung des prozentualen Verhiltnisses de 
Fraktionen zum GesamteiweiB. Als Standard diente die Gesamteiweif 
ldsung. 

Unsere Beobachtungen bei den nephelometrischen Messunge 
stimmten mit denen von Rusznydk (3), Rademaker (4), Kordnyi wnd 
Hatz (5) iberein. Die feine Triibung, welche in unserem Falle im Liquor 
erzeugt wird, ist sehr gleichmaBig und in ziemlich hohem Grade |i 
standig, der Triibungsgrad ist demgemaB im Nephelometer und im Z¢//) 
Pulfrich-Photometer sehr genau meBbar. Schwierigkeiten traten bei de: 
nephelometrischen Ablesung nur dann auf, als kaum sichtbare Opa! 
eszenzen gemessen werden sollten. Es wurde in diesen Fallen zuerst dir 
Lichtabsorption der Lésung im Photometer bestimmt und mit dem Leer- 
wert verglichen, um feststellen zu kénnen, ob eine EiweiBtriibung iibe: 
haupt vorhanden sei. Die nephelometrische Messung wurde nur dann 
durchgefiihrt, wenn die stufenphotometrische Ablesung das Vorhanden 
sein einer EiweiBtriibung anzeigte. Als Standard diente die Gesamte: 
weiblésung mit bekanntem EiweiBgehalt. Die durch nephelometriscl: 
Messungen erhaltenen prozentuellen Fraktionswerte konnten mit Hilf 
der absoluten GesamteiweiBwerte leicht in mg% umgerechnet werden 

Nephelometrische Kontrolluntersuchungen wurden an 100 normale: 
und pathologischen Liquoren durchgefiihrt und die absolute Meng: 


der Fraktionen in mg% bestimmt. Es wurde in jedem Falle Wit 
bei dem GesamteiweiBgehalt — auch die prozentuale Lichtdurchlassig 


keit bzw. Extinktion der getriibten Lésungen im Stufenphotometer fest 
gestellt. Nach Abzug der Leerextinktion wurden aus den Mittelwerte: 
die Daten der Eichkurven errechnet. Die Kurven fielen praktisc! 
vollig zusammen, die Mittelwerte zeigten in einer Héhe von 50 mg”, 
GesamteiweiB bei Gesamtglobulin + Fibrinogen eine 0 %ige, bei Eu 
9 0/ 


globulin + Fibrinogen eine 1,2 %ige, bei Fibrinogen eine 1,9°, ige Ab 








ha 


Quo! 
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weichung. Es wurde also erwiesen, daB die GesamteiweiBkurve bei 
Benutzung der entsprechenden mg®%,-MaBstabe fiir alle Fraktionen 
des Liquors brauchbar ist. Die Ubereinstimmung der praktisch und 
rechnerisch erworbenen Daten spricht auch fiir die Genauigkeit und 


Richtigkeit unserer nephelometrischen Messungen. 


Ausfiihrung der Methode. 


Er forderliche Lésungen. 
1. Saure Ammoniumsuljatlisung: | Teil 0.4 n Salzséurelésung + 2 Teile 
warm gesattigter neutraler Ammoniumsulfatl6sung (pro Anal 
2. Neutrale, warm gesdttigte Ammoniumsulfatlisung (pro Anal.): Sie 
muB auf ihre Neutralitat zeitweise mit Lackmus nachgepriift werden. Falls 
sich gréBere Abweichungen zeigen ist es empfehlenswert, statt zu neutral- 
ieren, eine neue Loésung zu bereiten. 


Ausfiihrung der Bestimmung. 


1. Bestimmung des Gesamteiweifgehaltes. Von dem filtrierten 
oder zentrifugierten Liquor wird 1 ccm in einem Reagensglas mit 3 cem 
saurer Ammoniumsulfatlésung zusammengebracht, gut durchgemisclit 
und 15 Minuten lang an der Luft stehengelassen. Danach wird in dem 
Photometer die prozentuale Durchlassigkeit bzw. Extinktion mit 
Filter Sz, bei 10 mm Schichtdicke beiderseitig je zweimal abgelesen. 
Von dem Mittelwert der Extinktionen wird die Leerextinktion ab- 
vezogen und der EiweiBgehalt mittels Eichkurve oder unter Benutzung 
des Zahlenfaktors errechnet. Stark Pdndy-positive Liquore miissen 
vor der Messung mit Normosallésung oder physiol. Kochsalzlésung 
auf das Zwei- bis Vierfache verdiinnt werden. Wenn die Extinktion 
des Leerwertes beriicksichtigt wird, so kommt auf die Gegenseite des 
Photometers keine Kompensationsfliissigkeit . 

2. Bestimmung des Gesamtglobulin- + Fibrinogengehaltes. 2 com 
klarem Liquor werden 2 ccm gesittigte neutrale Ammoniumsulfat- 
lésung unter stindigem Schiitteln des Reagensglases tropfenweise 
zugesetzt. Nach 15 Minuten Stehenlassen erfolgt die Ablesung wie 
bei dem GesamteiweiB. Der entsprechende Blindextinktionswert muB 
auch hier in Abzug gebracht werden. Liquore mit stark erhéhtem 
EiweiBgehalt miissen vor der Zugabe der Ammoniumsulfatl6sung mit 
physiol. Kochsalzlésung entsprechend verdiinnt werden. 

3. Bestimmung des Euglobulin- — Fibrinogengehaltes. 2 ccm klarer 
Liquor werden mit 1,32 ccm gesattigter, neutraler Ammoniumsulfat 
lésung gut durchmischt und wie bei der Ermittlung von Gesamt 
globulin Fibrinogen weiter behandelt. 

!. Bestimmung des Fibrinogengehaltes. 2ccem klarem Liquor werden 
1,08 cem neutrale, gesittigte Ammoniumsulfatlésung zugesetzt und wie 


bei den vorherigen Fraktionen weiter behandelt. 
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Berechnung der Resultate. 


Der EiweiBgehalt ist nach Beriicksichtigung des Blindwert 
unmittelbar aus den Eichkurven, oder unter Benutzung der Zah| 


faktoren zu errechnen. Die Verdiinnung muB naturgemaéB in alley 
Fallen, in denen der Liquor verdiinnt wurde, in Betracht gezoge 


werden. 
Die Mengen der einzelnen Fraktionen werden folgenderma 
berechnet : 


Albumine — GesamteiweiB (Gesamtglobuline — Fibrinogen 

Gesamtglobuline Pseudoglobu'ine — Euglobuline, 

Pseudoglobuline Gesamtglobulin + Fibrinogen) (Euglobuli: 
5 = 2 


Fibrinogen), 

Kuglobuline (Euglobulin + Fibrinogen) — Fibrinogen. 

Fibrinogen = selbstandig bestimmt, 

Beispiel: GesamteiweiBgehalt und alle Eiwei®traktionen sind in einen 
eitrigen Liquor mit stark positiver Pdndy-Reaktion quantitativ zu |y 
stimmen. 

1. Gesamteiweif : 
E —E », 0,233 (vierfache Verdiinnung). 

(EB Extinktion der EiweiBlésung, E,, = Extinktion des Blindwerte~ 
IT. Gesamtglobulin +- Fibrinogen: 

E— Ey, 0,192 (zweifache Verdiinnung). 


IIT. Huglobulin + Fibrinogen: 


ome on 
E E Bl 0,252. 
IV. Fibrinogen: 
yy 9 
E—-E,, = 0,120. 


Berechnung. 


“as 85,6 mg% x 4 342,4 mg®%, Gesamteiweils, 

RI; ie See < 2 04:0 .,, Gesamtglobulin + Fibrinogen, 
IIT. = 45,7. ,, Euglobulin + Fibrinogen, 

IV. = 22,6 ,, Fibrinogen. 


342.4 94,0 = 248,4 mg®% Albumin 


94,0 45,7 = 48,3 .,,  Pseudoglobuline 
45,7 22,6 23,1 ,,  Euglobuline 


22,6 ,, Fibrinogen 
Insgesamt: 342,4mg% GesamteiweiB 
Die Genauigkeit der Methode wurde an den 100 Liquoren nach 
geprift, in welchen die Menge der Fraktionen nephelometrisch bestimm 
wurde. Alle Versuchsdaten kénnen zwecks Raumersparnis nicht a1 


gegeben werden, im folgenden sind nur die nach Gauf errechnete: 
durchschnittlichen Fehler in Prozenten angefiihrt: Gesamteiweil 
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18%, Gesamtglobulin Fibrinogen: 5,3 °., Euglobulin + Fibrinogen: 
5.9%, Fibrinogen: 4,7 °,. 

Der durchschnittliche Fehler scheint also bei dem Gesamteiweib wie 
bei den Fraktionen ziemlich groB zu sein. Man muB aber bedenken, dab 
die angegebenen Prozentzahlen sich auf nephelometrische bzw. dia- 
phanometrische Messungen beziehen, bei welchen eine minimale 
Anderung in dem Triibungsgrad eine grobe Verschiebung des End- 
resultates verursacht. Bei der Beurteilung des Wertes der Methode 
muB auch in Betracht gezogen werden, daB die Bestimmung der Frak- 
tionen durch andere Verfahren wegen der Filtrierungsschwierigkeiten 
gar nicht durchfiihrbar ist. Ein wichtiger Vorteil des Verfahrens besteht 
auch darin, daB es ziemlich rasch, innerhalb von 25 Minuten, ausfiihrbar 
ist. Die Anwendung anderer Bestimmungsmethoden, wenn sie tiber- 
haupt méglich wire, wiirde dagegen mehrere Stunden beanspruchen. 

Unsere photometrische Methode hat auch gegeniiber der von uns 
ausgearbeiteten nephelometrischen Methodik einige Vorteile. Durch 
Anwendung der photometrischen Fraktionsbestimmung wird die Be- 
nutzung der Standardlésung iiberfliissig, es fallen die Schwierigkeiten 
bei der Einstellung des Nephelometers weg, die Resultate sind schon 
in mg®, zu erhalten und bediirfen keiner Umrechnung mehr. 

Die Methode bietet also eine ziemlich rasche, einfache und unter 
bestimmten Umstanden gut anwendbare Méglichkeit zur quantitativen 
Bestimmung der EiweiBfraktionen und des GesamteiweiBes im Liquor. 

Normalwerte fiir die EiweiBfraktionen und fiir den Gesamteiweib- 
gehalt wurden in der Monatsschrift fiir Kinderheilkunde (Bd. 66) 
angegeben. 

Zusammenfassung. 

Es wurde eine einfache stufenphotometrische Methode zur quanti 
tativen Bestimmung aller EiweiBfraktionen und des GesamteiweiBe™ 
im Liquor beschrieben. Die Bestimmung erfolgt durch direkte stufen” 
photometrische Messung der Lichtdurchlassigkeit bzw. Extinktio n 
der getriibten Lésungen, in welchen das GesamteiweiB und die einzelnen 
EiweiBfraktionen bei entsprechender Ammoniumsulfatkonzentration 
ausgefallt wurden. 
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Die Wirkung verschiedener lonen 
auf die katalytische Oxydation der Ascorbinsiiure. 
Von 
L. Armentano. 


(Aus der Medizinischen Klinik der kgl. ung. Horthy-Miklés-Universitit 


Szeged, Ungarn). 


(Eingegangen am 4, Dezember 1910.) 


Bevor es noch gelungen war, Vitamin C rein herzustellen, wulit. 
man schon, daB dieses durch den Luftsauerstoff rasch angegriffen wird 
wodurch es seine chemischen und biologischen Eigenschaften einbiilst 
Uber die Ursache dieser spontanen Oxydation der Ascorbinsaure gingen 
die Meinungen auseinander. Da die Oxydation in pflanzlichen Geweber 


bedeutend langsamer vor sich geht — Vitamin hier also stabiler 
erscheint als in der wasserigen L6sung —, nahm man das Vorhandensein 


von Schutzstoffen in diesen Pflanzen an, durch die die rasche Oxydation 
des Vitamins C gehemmt werde. Nach einer anderen Ansicht wurde di: 
starkere Stabilitat des Vitamins ( 
Pflanzen zugeschrieben. Die Forschungsergebnisse der letzten Jahr 


einem Mangel an Oxydase in diesen 


zeigten, daB es sich bei der spontanen Oxydation der Ascorbinsiure 
eigentlich um eine katalytische Oxydation handelt, bei der gewisse 
Schwermetallsalze die Hauptrolle spielen: insbesondere kommen dabei 


Cupri- und Ferri-Ionen in Betracht. Hess wies noch vor der Dar- 
stellung von kristallisiertem Vitamin C auf die Méglichkeit hin 


daB die Schwermetallsalze bei der raschen Spaltung des Vitamins ( 
eine Rolle spielen kénnten. Euler, Myrbdck und Larsson bestimmten 
die Sauerstoff-Aufiiahmefahigkeit des Vitamins C unter verschiedenen 
Bedingungen und fanden, da diese durch Kupferionen stark gesteigert 
werde. Kellie und Zilva machten als erste darauf aufmerksam. dali 
Ascorbinséure in vollkommen reinem destilliertem Wasser auch in 
Sauerstoffgegenwart nicht autoxydierbar sei. Wird Ascorbinsiure 
in dreimal destilliertem Wasser gelést und in einem Quarzglas auf- 
bewahrt, dann zeigt sie eine wesentlich verringerte Autoxydation, 
wahrend die Einwirkung von 0,01 mg CuCl, oder FeCl, dieselbe  be- 
deutend verstarkt. Zu demselben Ergebnis gelangten Barron, Meio 
und Klemperer. Sobald sie namlich die Gegenwart von Kupferionen 
ausschlieBen konnten (Warburg-Réhrchen aus Pyrexglas, Lésungen in 
GefaiBen mit Paraffinverschlu8 usw.), kam es erst bei pu-Werten 
liber 7,6 zu einer Sauerstoffaufnahme durch die Ascorbinsaiure. In 
Gegenwart von 0,00002 mg CuCl, kommt jedoch die Oxydation det 
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Ascorbinsaéure auch im sauren Medium in Gang, und zwar in einer Ge- 
schwindigkeit, die im geraden Verhaltnis zur Konzentration der 
Cupri-Ionen steht, wie aus der folgenden Versuchsreihe hervorgeht 
s. Tabelle 1). Die zur vollstandigen Oxydation gleicher Ascorbinsaure- 
mengen notwendige Zeit steht im geraden Verhaltnis zur Menge der 
vorhandenen Kupferionen. Auf Grund dieser Versuchsergebnisse darf 
man demnach annehmen, daf das Kupfer bei der Oxydation des Vita- 
mins C die Rolle eines Katalysators spiele. Dieser Vorgang verlauft 
nach Barron, Meio und Klemperer fo'gendermaBen: 





H H 
O 
? OH—C C C C=O 4Cu 
C Cc 
Se oR 
OH OH 
Bn 6G 
>. 
» 20H-C—C—C C=0+4Cut+4H*. (1) 
C ( 
H OHH 
oOo C6 
4Cut +4H* + 20, > 4Cu + 2H,0O,, (2) 
2H,O, —» 2H,O + O,. (3) 
Tabelle I. 
50 mg Ascorbinséure in 50 ccm 50 mg Ascorbinsadure in 50 cem 
Aqua dest. Aqua dest. 
‘ +0,25cem + 0,5 cem + 1,0 cem Hn + 0,25 cem + 0.5 eem + 1,.0cem 
Zeit | m/10 CuCl, m/10 CuCl, m/10 CuCl, Zeit m10CuCl, m10CuCl, m/10 CuCl, 
(5,36 mg) (10,72mg) (21,44 mg) (5,36 mg) (10,72mg) (21,44 mg) 
oxydierte Ascorbinséiuremenge oxydierte Ascorbinsiuremenge 
5’ 84mg 11,3 mg 16,7 mg 55’ 212mg 27.5 mg 38,0 mg 
10 ROY eae ys TEA is 75 y Bi: 30,0 ,, 40,5 ,, 
15 iG . 13,0 - 5, Ze 2h — 50,0 
25 13.5 ss 19.6 », TD » 3 _ 50,0 ,, 
35 NG sc | Sek zy | SOO xs 4 50.0 - 





Von vielen Seiten wurden Versuche ausgefiihrt, die die Verhinderung 
der katalytischen Oxydation der Ascorbinsiure zum Gegenstand 
hatten und den verschiedensten Stoffen wurde eine Hemmung der 
katalytischen Oxydation zugeschrieben, so von Kellie und Zilra: 
NaCN; de Caro: n/10 NaCl: Bezssonof/: HCN, CO, EiweiBverbindungen, 
gewissen Aminosduren und Glutathion: Giri: Natriumpyrophosphat : 
Leibowitz und Guggenheim: KCNS und KJ: Lyman, Schultze und King: 
Metaphosphorsiure: Wachholder: Sulfosalicylsiure und Glutathion: 
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Klodt und Stieb: 0,5 bis 2.0% NaCl und Rohrzucker. Die Reaktion 
geschwindigkeit wird zweifellos durch einen groBen Teil der aut 
gezahliten Stoffe vermindert, die vollstandige Verhinderung der Ox 
dation in den Geweben, im Harn usw. ist aber bisher noch niema|s 
gelungen. Auch jene Verfahren, die den Zweck verfolgen, das Vitamin ( 
mit Hilfe verschiedener Sauren bzw. durch niedrige py-Werte 2. 
stabilisieren, erwiesen sich als bloB kurze Zeit wirksam. 


AnlaBlich von Versuchen, die die Durchstrémung der Froschlebe: 
zum Gegenstand hatten, fiel uns auf, daB das Vitamin C in der Frosc}; 
Ringerlésung verhaltnismaRig lange stabil blieb, d.h. 4 bis 5 Stunden. 
wahrend die Oxydation in einmal destilliertem Wasser sofort einsetzt 
auBerdem wurden in 24 Stunden bloB 24 bis 28% der Ascorbinsiure 
oxydiert, in destilliertem Wasser hingegen 34 bis 46°. Um zu klaren, 
welches der in unserer Ringerlésung vorhandenen Salze eine Schutz- 
wirkung ausiibe, bereiteten wir von jedem der darin enthaltenen Salze 
je eine Lésung gleicher Konzentration und verglichen die in den einzelnen 
Salzlésungen ablaufende Oxydation der Ascorbinséure mit der Ge 
schwindigkeit der Sauerstoffaufnahme in destilliertem Wasser. Es 
zeigte sich, daB die Oxydation in der NaCl-Lésung am langsamsten 
vor sich geht. Da jedoch NaCl in der Ringerlésung die starkste Kon 
zentration aufweist, wiederholten wir den Versuch noch mit folgenden 
Lésungen: m/10 KCl, CaCl, NaCl, NaHCOs, ferner BaCl, und MgCl, 
(Tabelle II). 

Tabelle II. 





100 mg Ascorbinsiiure in 100 cem m/10 
Zeit K Cl CaCl, NaCl Ba Cl, MgCl, 


oxydierte Ascorbinsiuremenge 


» 30’ 13 mg 1,7 mg 4 0,4 mg 1,3 mg 6,2 mg 
lh Ba Es 4 09, ih 6,7 
Ps BA: » Or gs 4 LV eae 44 ,, 12,9 
4 Ds O86 <;, 4 Oat xs 6.8 ,, 14,4 
15 30,0 183. .,, 4,4 mg Boe 45 26:5 39,0 
18 | 38,9 ,, 20:0 ,, 8.0: .. ye Zeal ss 47,3 
25 0,1 ss 25,0 ,, Lael as 88,0 ,, 37,0 + 51,3 


Auch hier iibte NaCl die starkste Schutzwirkung aus, doch ging 
auch in den KCl- und CaCl,-Lésungen die Oxydation langsamer vor sich 
als im destillierten Wasser; in der der Ringerlésung entsprechenden 
Konzentration wurde allerdings die Oxydation durch die KCl-Lésung 
im Vergleich zu jener in destilliertem Wasser gesteigert. Die hier bi 
schriebenen Erscheinungen weisen demnach darauf hin, da Salz 
lésungen bei niedriger bzw. starker Konzentration ein jeweils anderes 
Verhalten zeigen und daB die katalytische Oxydation der Ascorbinsaure 
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durch die Salzkonzentration beeinfluBt wird. Wir untersuchten weiter 
die Geschwindigkeit der Oxydation in NaCl-Lésungen verschiedener 
Konzentration. 

Bei diesem Versuche wurden je LOO mg Ascorbinsaure in 300 bis 500 cem 
fassenden Becherglasern in je 100 cem der m/10, m/5, m/2, m/] und 2m 
NaCl-Lésungen gelést und die Reduktionsfahigkeit der L6sungen (je 2 cem) 
zu verschiedenen Zeitpunkten untersucht. Als Indikator diente n/100 Jod 
bzw. bei kleineren Ascorbinsiuremengen Dichlorphenolindophenol. 

[Die zu den Versuchen verwendete Ascorbinséure wurde uns in Pulver- 
form (,,Vitaplex C‘‘) durch die Firma ,,Chinoin*-Budapest in zuvorkommen- 
der Weise zur Verfiigung gestellt.] 


Tabelle Ill. 





100mg Ascorbinséure in 100 cem 
Zeit m/10 NaCl m/5 NaCl mj2 NaCl m/l Nacl 2m NaCl 


oxydierte Ascorbinsiuremenge 


Lh d 6 4 a ” 
2 d i] ) 7) a 
3 GF] “ i d 
8 9,4 mg 3,1 mg a a D 
9 9,4 ., a a “ 4 
24 96.6 ., 10.0 .. a 4 fa 
4 Tage G2 ws 59,0 .. a 4 7] 
— 100,0 ., 100.0 ., W “ ” 


Obwoh! die vollkommen offenen GefaBe an einem vor Licht un- 
geschiitzten Ort aufgestellt worden waren, kam es bei diesen Versuchen in 
den m/2-,m_1- und 2m-Na C1-Lésungen in 24 Stunden zu keiner Anderung 
der Ascorbinsiurekonzentration (Tabelle III); in den m/10- und m/5- 
NaCl-Lésungen hingegen hatte die Oxydation schon in 6 bis 8 Stunden 


0 


¥, der urspriinglichen und in 


eingesetzt, in 4 Tagen waren 72,4 bzw. 59 
6 Tagen die ganze Menge vollkommen oxydiert. In den m 2-, m_/1- 
und 2 m-Lésungen hatte die Oxydation auch in 28 Tagen noch nicht 
begonnen (da die GefiBe offen standen, stieg infolge der Verdunstung 
die Konzentration der Lésung allmahlich an, in demselben MaBe nahm 
auch die Konzentration der Ascorbinséiure allmahlich zu). NaCl-Lo- 
sungen von der Konzentration m/2 oder noch mehr sind demnach imstande, 
die Ascorbinsdure vor der katalytischen Oxydation vollkommen zu schiitzen. 
Um die Richtigkeit dieser Ergebnisse noch deutlicher zu beweisen, 
wiederholten wir diese Versuche, wobei den Lésungen noch CuCl, in 
verschiedenen Mengen beigemischt wurde. Es zeigte sich, daB m/1 NaCl 
auch die katalytische Wirkung von 0,05 bis 0,10 mg CuCl, abzuwehren 
imstande ist ; die Wirkung von 5,4 mg Kupfer wird soweit abgeschwacht, 
daB 50mg Ascorbinséiure in einer m/1l-NaCl-Lésung erst in 24 bis 
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32 Stunden oxydiert wird, wahrend dies in einmal destilliertem Wasse1 
schon in 4 Stunden eintritt. 

Um zu entscheiden, ob die hemmende Wirkung den Na- oder de 
Cl-lonen zuzuschreiben sei, untersuchten wir ferner den EinfluB ver 
schiedener Anionen auf die katalytische Oxydation in m/10-Lésunc 
(Tabelle IV). In bezug auf unsere Frage kemmen insbesondere Na, SO 
und NaN Og in Betracht; es zeigte sich, daB diese Verbindungen kein 
nennenswerte hemmende Wirkung ausiiben. Die Beschleunigung de: 
Oxydation durch Na,HPO, und Na,CO, bedarf keiner besonderen 
Erklarung: auffallenderweise wurde die Oxydation durch NaF stark 
beschleunigt. 

Tabelle IV. 





100 mg Ascorbinséure in 100 cem m 10 


me , . : at aa ’ . Einmal 
Zeit Natl NaNO, Na, SO, Nal Na,sHPO, Na ,CO,; Bert Wasnet 


oxydierte Ascorbinsituremenge 


10h a C.9 mg 3,5 mg 3.5 mg 4,0 mg 13 mg 2,6 mg 
1,5 4 G8 .. 6:2 is re: 50 ., Bid ,, 5,8 
2.5 0,4 mg 80 . = ae OD c3 11,6 A Tae Ee ss 
6,5 De xy 14,8 ,, 1B, ss Se ae 1 4 16.5 16.0 
10 8,9 ,, 223 23.5 + Zu 6s bh J Cue es 20,9 


24,0 | 939 ,, | 444. | 604. | 700. | 478. | 508. | 448 


Die Oxydation der Ascorbinsaéure wird demnach nicht durch die Na-. 
sondern durch die Cl-lonen gehemmt, wie auch die mit m1 CaCl, 


m/l KCl und m/l NaCl ausgefiihrten Versuche beweisen. In dieser 


Konzentration wird namlich die katalytische Oxydation auch durch 
CaCl, bzw. KCl gehemmt (Tabelle V). Wurde die Ascorbinsiure in 


Tabelle V. 





100 mg Ascorbinsiure in 100 ccm 100 mg Ascorbinsaure in 100 ecm 
Wai m1 m/1 m/1 Aqua Toi m/1 m/l m/l Aqua 
Zeit‘ cacl,*| NaCl* KCl* | dest. Zeit == CaCl,* Nacl*, KCI* — dest 
oxydierte Ascorbinsiuremenge oxydierte Ascorbinsiuremenge 
lh 4 “ @ 2.6 mg }] 9h a 4 “ 23,0 mg 
2 “ 7D 0 5,8 ,, 1 Tag 4 44,8 
3 7] a a 9,0 ,, 4 Tage a 7] a 100,0 
7 Gl @ {16,0 ,, : eae 4 a 4 - 





* Zusatz von 0,05 bis 0,1 mg CuCl, fiihrte zu denselben Ergebnissen. 


einer dieser Lésungen gelést, dann war auch in offenen GefaBen keine 
Verminderung der Ascorbinséurekonzentration zu beobachten; CaCl, 
erwies sich sogar der katalytischen Wirkung von 0.25 cem m/10 CuCl, 
gegeniiber als aktiver als z. B. NaCl (Tabelle VI). 





SET 
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Tabelle VL. 








50 mg Ascorbinsiure in 50ce¢em 50mg Ascorbinsiure in 50 cem 
Aqua m/l m/l m/l Aqua m1 m 1 m1 
Zeit dest. NaCl CaCl, K Cl Zeit dest NaCl CaCl, KCl 
+ 0,25cem m/10 CuCl, 0,25cem m10 CuCl, 

oxydierte Ascorbinsiuremenge oxydierte Ascorbinsiiuremenge 
16’ 8.4mg “ 7] 4 4h 50,0mg 
10 17,0 ,, , 12mg) 1,2mg{ 1,8mg] 16 28,l1mg 23,7mg 38,0mg 
ib fees, | Le; 1,5 Le ss 24 42.5 ., | 36,0 ,, | 49,1 
2 a0? 5s) B45 Lo; a2", 


Nach Bezssono}/f ist der Oxydationsgrad der Ascorbinsiure der 
Anfangskonzentration verkehrt proportional, was mit den durch diesen 
Forscher in frischen Lésungen ausgefiihrten Potentialbestimmungen 
im Einklang steht. Dies besagt, daB Vitamin C in geringen Mengen 
bedeutend leichter oxydierbar ist als in konzentrierten Lésungen. Da 
wir die erwahnten Versuche unter Verwendung einer 0,1 ©, igen Ascorbin- 
siurelésung ausgefiihrt hatten, erschien es notwendig zu priifen, ob die 
hemmende Wirkung von m1 NaCl, KCl und CaCl, auch bei Lésungen 
veringerer Konzentration zu finden sei: Da auch bei der 0,01 ° igen 
Ascorbinsiurelésung tagelang kein Verlust nachweisbar war, mu an- 
genommen werden, daB die hemmende Wirkung der genannten Lé6- 
sungen von der Konzentration der Ascorbinséure unabhangig ist. 

Es fragt sich nun noch, wie die erwahnten Salzlésungen ihre Wirkung 
austiben, 


Bekanntlich zerlegte Brénsted die in der chemischen Kinetik gebrauchte 
Konstante ,,4** in drei Faktoren: k = k, k,, F, wobei k, die fiir die Reaktion 
charakteristische, aber vom Medium unabhangige, k,, die fiir das Medium 
charakteristische, aber von der Reaktion unabhangige Konstante und F den 
kinetischen Aktivitatsfaktor darstellt. Bei der durch die Neutralsalze auf 
die Geschwindigkeitskonstante ausgeiibten Wirkung kann es sich um eine 
Mediumwirkung, eine kinetische Salzwirkung und um Katalyse handeln 
(A. Kiss). Die kinetische Salzwirkung ist primér oder sekundar. Die 
primaére Salzwirkung haingt mit dem verinderlichen Faktor / zusammen; 
die sekundiare kinetische Salzwirkung besteht darin, daB die Konzentration 
der wirksamen Stoffe durch die Neutralsalze infolge der Verschiebung des 
chemischen Gleichgewichts verandert wird. Unter Katalyse hat man in 
diesem Falle jene Erscheinungen zu verstehen, bei denen die Neutral- 
salze nicht durch die Anderung der aufgezihlten Faktoren, sondern auf 
andere Weise zur Wirkung gelangen. Auf welche Art die neutralen Salze 
hier ihre Wirkung ausiiben, ist schwer festzustellen, da es sich um kon- 
zentrierte Salzlésungen handelt, bei denen bekanntlich viel verwickeltere 
Verhaltnisse vorliegen als in verdiinnten. In letzterem Fatle darf man 
namlich annehmen, da das Medium durch geringe Mengen von Neutral- 
salzen nicht in dem Mae beeinfluBt werde, da dadurch k,, eine Ver 
anderung erleidet; auf diese Weise bleibt dann auch die Reihe k, k,, Rs 
unverandert. Bei konzentrierten Salzlésungen hat man in erster Linie mit 

















L. Armentano: 


der Mediumwirkung sowie mit der primaren kinetischen Salzwirkung 7 
rechnen, fast immer spielt jedoch auch die sekundaére Salzwirkung ein 
Rolle, wodureh die Bestimmung der Werte erschwert wird. Daneben biete1 
der elektrostatische Raum des Mediums reichlich Gelegenheit zur physika} 
schen Katalyse. Wenn man auch von der letzteren und der sekundire) 
kinetischen Salzwirkung absieht, bleibt noch die primaire kinetische Saly 
wirkung und die des Mediums, deren experimentelle Trennung einstweil 
ein noch unlésbares Problem darstellt. Bei wasserigen verdiinnten Lésunge) 
laBt sich die primare Salzwirkung auf Grund der Brénstedschen Theorie 
unter Beachtung der durch die spezifische lonenwirkung bedingten Un 
genauigkeit — berechnen, wahrend dies bei konzentrierten Salzlésunger 
nicht gelingt. Bei konzentrierten Salzl6sungen ist der Aktivitatsfaktor de1 
einzelnen Ionen so starken Anderungen unterworfen, daB man dies nicht 
in einem theoretischen Ausdruck zusammenfassen kann. Nimmt man aber 
trotzdem an, da der kinetische Aktivitatsfaktor bei jeder Konzentration 
zur genauen Berechnung der kinetischen Salzwirkung zu verwenden sei. 
dann ware zu erwarten, daB die kinetische Salzwirkung bei verdiinnten 
Lésungen im Vergleich zu den konzentrierten jeweils mit dem entgegen 
gesetzten Zeichen versehen sei. Bei Reaktionen, die + Salzwirkung aut 
weisen, wiirde daher der Beschleunigung in verdiinnten Lésungen eine Ver 
zogerung in konzentrierten Salzlésungen entsprechen, waihrend bei den Reak 
tionen mit — Salzwirkung das Gegenteil der Fall ware. Dies ist auf den 
Umstand zuriickzufiihren, daB sich die Aktivitaétsfaktoren der TIonen in 
verdiinnten Lésungen anders verhalten als in konzentrierten. Bei verdiinnten 
Lésungen nimmt der Wert der Aktivitatsfaktoren zu, bei konzentrierten 
Lésungen ab. Uber die Starke und das Zeichen der Wirkung des Mediums 
laBt sich auch theoretisch nichts Niaheres sagen. 

Aus dem hier Gesagten geht hervor, daB wir die Versuchsergebnisse 
richtig einschatzten. Die erwahnten Erscheinungen sind als Wirkung 
der Neutralsalze auf die zwischen Ascorbinséure und Sauerstoff ab- 
laufende Reaktion aufzufassen. Da sich diese Wirkung je nach dem 
Grade der Konzentration andert, bei geringer Konzentration hat man 
es mit +, bei starker mit Salzwirkung zu tun, glauben wir an 
nehmen zu diirfen, daB es sich in diesem Falle um eine kinetische Salz 
wirkung handle. Aus unserer Beschreibung erhellen die Schwierigkeiten, 
mit denen die Klarung der oben gestellten Frage verbunden ist, es ist 
jedoch zu erwarten, daB man mit Hilfe genauer kinetischer Unter- 
suchungen schlieBlich auch dieses Problem lésen wird. 

Die Kenntnis der Wirkung der Neutralsalze auf die katalytische 
Oxydation des Vitamins C fiihrt zu einer Reihe anderer theoretische: 
und praktischer Fragen: die Rolle der Neutralsalze im Blute bzw. im 
Harn, ihre Wirkung auf die Oxydase u. dg]. m. Auf diese Fragen wollen 
wir an anderer Stelle eingehen. 


Zusammenfassung. 


Die Oxydation der Ascorbinsaure wird durch Cupri-lonen katalysiert, 
zu deren Menge die Geschwindigkeit in geradem Verhaltnis steht. 
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Die katalytische Oxydation der Ascorbinséiure wird durch ver- 
schiedene Ionen auf verschiedene Weise beeinfluBt. Die Wirkung der 
Neutralsalze hingt von der Konzentration ihrer Lésung ab, KCl, NaC! 
und CaCl, beschleunigen die Oxydation in verdiinnten, hemmen jedoch 
dieselbe in starken Lésungen. Diese Hemmung kann Grade erreichen, 
bei denen die Spontanoxydation der Ascorbinsdure vollkommen verhindert 
vird: durch die genannten Salzlésungen wird sogar die katalysierend: 
Wirkung von 0,05 bis 0.1 mg CuCl, abgewehrt. Reihenversuche fiihrten 
zu dem Ergebnis, daB diese Wirkung durch die Cl-lonen bedingt sei. 
Da der positiven Salzwirkung in verdiinnten Lésungen eine negative 
hemmende) Wirkung in konzentrierten Lésungen entspricht, ist die 
Erscheinung offenbar als primare kinetische Salzwirkung aufzufassen. 
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Uber die Umwandlung von Acetaten 
durch Aspergillus niger in submerser Kultur *. 
Von 
Heinrich Knobloch. 


(Aus dem Institut fiir Biochemie und Nahriungsmittelehemie der Deutscly 


Technischen Hochschule in Prag.) 


(Binge qgangen am 10, Dezember 1910.) 


Die Umwandlung von essigsauren Salzen durch Mikroorganisme) 
war schon wiederholt Gegenstand von eingehenden Untersuchunge: 


So zeigte sich, daB beim Abbau der Acetate durch Hefe neben Bernst: 
saure auch Citronensiure in betrachtlichem Ausmab entsteht! 2.3, 7) 
Fusarien 4 bilden analog der Hefe hauptsachlich Bernsteinséure. Bei d 
Rhizopus- > und Mucorarten tritt daneben Oxalsiure auf. Besonders 
aber die Aspergillaceen zur Oxalsdiurebitldung aus Essigsaéure in hohen 
Mae befahigt; ferner entstehen auch Glykol- und Glyoxylséure sow 


Bernsteinsdéure und Citronensdure ‘ 


Kiir die Umwandlung der Acetate in Oxalsiiture durch A.n. kommt 
einerseits der Weg der direkten Oxydation (iiber Glykol- und Glyoxylsiur 
in Betracht; andererseits wurde auch der Abbau iiber Bernsteinsaure un 
Oxalessigsiure in Eiwigung gezogen?. SchlieBlich seit noch darauf hi 
gewiesen, dai Mycelsubstanzen bei der Entstehung der Oxalsédure gleichtal| 
eine gewisse Rolle spielen kénnten *&. Gegen die Auftassung, daB Glyko 
und Glyoxylsaiure Zwischenstufen des Acetatabbaues sind, wuide ei 
gewendet ®, daB bei Versuchen mit Glykolsaure dieselbe vom Pilz verbrauchi 
wurde, ohne dai Oxalsdéurebildung stattfand. Die gleiche Beobachtuny 
konnte auch mit Oxalessigsiure gemacht werden !°, Aus dem Na-Salz dei 
Oxalessigsiure entsteht dagegen Na-Pyruviat und Natriumearbonat 
Oxalsaure tritt erst nach einiger Zeit auf und soll aus den Mycelsubstanzen 
stammen. Oxalessigsiure scheidet demnach wohl als Zwischenprodukt de: 
Oxalsaiurebildung aus. Anders hingegen liegen die Verhaltnisse bei «i 
Glykol- bzw. Glyoxylsiure;: eine Assimilation derselben in saurer Lésun¢ 
darf noch keineswegs als Beweis dafiir angesehen werden, dai der Acetat 
abbau nicht tiber diese Saéuren erfolgt. Wahrend bei niedrigem py ein 


* XIT. Mitteilung der Reihe ,,Chemismus und Enzymchemie de: 
Saurebildungsvorginge bei Schimmelpilzen** von AK. Bernhauer und Mit 


arbeitern. — ! Wieland u. Sonderhoff, Liebigs Ann. 489, 213, 1932. 

* Sonderhoff u. Thomas, ebenda 580, 195, 1937. > Lynen und Neciullal 
ebenda 541, 203, 1939. 4 Rotini, Dammann u. Nord, diese Zeitschr, 288 
H14, 1936. > Butkewitsch u. Fedoroff, ebenda 219, 87, 1930. * Vol. 2. B 
Bernhauer u. Scheuer, ebenda 258, 11, 1932; oder Challenger, Subramanian 
u. Walker, J. chem. Soc. 1927, 8. 200. * Raistrick u. Clark, Biochem. |) 
13, 329, 1919. 8 Vegl. B. Butkewitsch, Menschinskaja u. Trofimowa, dies 


Zeitschr, 276, 444, 1935. ® Bennet-Clark u. La Touche, New Phytologist 
$4, 211, 1935. 1 Allsopp, ebenda 36, 354, 1937. 
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mie 


Verwertung der Glykol- bzw. Glyoxylsaure fiir den Autbaustoffwechsel 
tattfindet, kann bei neutraler oder schwach alkalischer Reaktion eine 
Debydrierung vonstatten gehen, als deren Endprodukt Oxalsaure auftritt 

Die bisher tiber die Frage des Acetatabbaues durch Aspergillus niger 
vorliegenden Versuche wurden fast alle mittels der Methode der , fertigen 
Pilzdecken** vorgenommen, d.h. Aspergillus niger wurde auf Zucker- 
nihrbéden zur Entwicklung gebracht, dann wurden diese entfernt 


und der Pilz eventuell nach einem Hungerprozel{} auf die Acetat- 
losung einwirken gelassen. Andererseits wurde auch der Pilz direkt 


auf Acetaten geziichtet, wobei sich allerdings nur eine schwache Decke 
vusbildete. Die Einfiihrung der Methode der submersen Kultur bei 
Stoffwechseluntersuchungen an Schimmelpilzen durch Aluyver und 
Perquin' stellt insofern einen groBen Vorteil dar, als unter diesen Be 
dingungen Versuche mit weitgehend homogenem Zellmaterial durch 
vefiihrt werden k6nnen, was in Ruhekultur keineswegs der Fall ist. 
Wahrend die submerse Kultur bei Untersuchungen iiber die Bildung 
von Glucon-, Citronen- und Kojisiure bereits Anwendung fand, liegen 
iiber den Abbau der Acetate in Schiittelkultur noch keine Versuche 
vor. Es sollte daher im folgenden festgestellt werden, ob Aspergillus 
niger-Stamme unter diesen Bedingungen befahigt sind, Acetate als 
alleinige C- Quelle zu verwerten: sodann war zu untersuchen, in welcher 
Richtung der Abbau derselben erfolgt. 

Es zeigte sich, daB Aspergillus niger auch in Schittelkulturen 
auf Acetaten ohne Zusatz einer anderen C-Quelle gut wachst: die 
Mycelbildung ist dabei zwar geringer als bei Verwendung von Zucker, 
wie ahnliches ja von den Ruhekulturen her bekannt war. 

Als Maximalkonzentration erwies sich bei Ca-Acetat 6°). bei 
Na-Acetat hingegen 8°,: das Wachstum war in diesen Fallen jedoch 
schon ziemlich gehemmt. In 4° igen Lésungen gelang die Umsetzung 
am besten. Neben Ca- und Na- wurden auch K- und Mg-Acetat vom 
Pilz verwertet. Die erhaltenen Oxalsiuremengen waren durchweg 
geringer als’ bei Verwendung von Ca-Acetat. Dies ist auffallend, da in 
Oberflachenkultur gerade Na-Acetat die héchsten Oxalsiiureausbeuten 
ergab. Die NH,-, Al-, Zn- und Ba-Salze der Essigsiure erméglichten 
kein Wachstum. 

Diese Untersuchungen wurden mit dem Pilzstamm Aspergillus 
niger 20 durchgefiihrt. In der Folge wurden weitere 36 Staimme auf ihr 
Verhalten gegeniiber Ca-Acetat gepriift. um jene Fehlbefunde aus 
zuschalten, die dadurch zustandekommen, daB man eine Erscheinung 
verallgemeinert, die an einem einzigen Pilzstamm beobachtet wird 
Diese Versuche sollten ferner dazu dienen, festzustellen, welche A. n 


1 Kluyver u. Perquin, diese Zeitschr. 266, 68, 1933. 
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Stamme in héherem Ausma dazu befahigt sind, Acetate unter Bildu: 
von Sauren mit léslichen Ca-Salzen (Bernsteinsdéure u. a.) umzusetze: 
Diese Stamme sollen spaiter naher untersucht und die aus Acetate), 
entstehenden Produkte der Art und Menge nach bestimmt werde: 

Der zeitliche Verlauf des Essigsiureabbaues bei den A. n.-Stammen 
kann am besten aus der Tabelle I ersehen werden. Die Zahlen geben an 
wieviele von den untersuchten Pilzen in einer bestimmten Zeit die a: 
gefiihrte Menge an Essigsiure umsetzten. 


Tabelle LI. 





% verbrauchte Essigsiiure unter 10) bis 25 bis 50 bis 75 | bis 90 90—100 Summ 
der 

Anzahl der Pilzstimme Stimn 

a es 5 6 14 9 0) 0 34 
SON IMMET cag owe eaves ] 5 6 3 4 17 36 
aS rh ony Wat 0 0 3 7 3 23 36 


Nach 21 Tagen war bei der Mehrzahl der Staimme tiber 90°, der 
Kssigsiure verbraucht; ein vélliges Verschwinden der fliichtigen Saure 
ist jedoch in keinem Falle zu beobachten. (Vielleicht auf die Bildung 
von Ameisensiure zuriickzufiihren.) Gewéhnlich ging mit der Ab 
nahme der fliichtigen Saéuren das Verschwinden des Calciums aus der 
Lésung Hand in Hand. 


Die Anhaufung von Sauren mit leichter léslichen Ca-Salzen (Bern 
steinsaure, Glykol- und Glyoxylséure, Citronensiure) in der Nahr- 
lésung war im allgemeinen unerheblich. Es waren jedoch Glvkol- und 
xlyoxylsiure zumeist qualitativ nachweisbar. Ebenso konnte — di 
Bildung von Bernsteinséiure beobachtet werden. Im giinstigsten Falle 
entsprach die Menge an Séuren mit leichter léslichen Ca-Salzen 21,8 °, 
an Essigsdureaiquivalenten (bei Stamm 11 am 14. Tag). Zumeist war 
die Menge an léslichem Ca, das nicht an Essigsiure gebunden ist, 
wesentlich geringer (weniger als 5% an Essigsiuredquivalenten). 


Die durch die Pilze gebildete Oxalsturemenge schwankte innerhal) 
weiter Grenzen (2 bis 60° d. Th. an verbr. Essigsdure); bei den meisten 
Stimmen betrug sie um 20% d.Th. Die Menge an Oxalsiure (Ca- 
Oxalat) nahm bei langerer Versuchsdauer (21 Tage) bei vielen Stammen 
wieder ab. 


‘ 


Neben der Umwandlung in Oxalsaure wird ein Teil der Essigsaur: 
bis zu CO, abgebaut. Das Mycel war mit Ca-Oxalat und CaCQ, in 
krustiert. Die Menge an gebundenem CO, ist gleichfalls je nach den 
verwendeten Stamm verschieden groB; gute Oxalsiurebildner ent 
wickeln in der Regel weniger COs. 
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Betrachtet man die Ergebnisse der Versuche zusammenfassend, 
so kann man feststellen, daB sich die einzelnen Pilzstimme recht ver- 
schieden verhalten, dies zeigt deutlich die Essigsiurebilanz einiger 
Stamme (vgl. Tabelle IL). 

Tabelle II. 





°|, Essigsiureiquivalente als 


Versuchs- ii 
Pilzstamm dauer , . - myce 
Restessig- Ce CO, am les ee 
aa ne &  Oxalsiiure 2. tae a CaCO, Sonstiges 3 
5 7 65,4 0,7 1,0 5,1 27,8 
4 59,1 0,7 0 4,6 35,6 
2 27,1 1,9 6,2 64,8 
6 7 51,6 3,5 0 7,1 37,7 
14 56,3 2,4 0 6,9 34,4 
21 4,5 5,5 17,1 8,0 64,9 
10 7 51,6 6,2 9,8 3,7 28,7 0,08 
14 31,7 10,7 15,5 4,4 37,7 0,24 
21 1,7 31,0 4,4 4,0 58,9 0,72 
11 7 45,7 12,7 13,7 2,7? 25,2 0,05 
14 1,2 25,3 21,8 3,7 48,0 0,55 
21 LS 29,3 4,8 2,8 61,6 0,92 
12 7 27,6 23,6 8,3 1,6 38,9 0,51 
14 1,1 40,6 2. 1,3 54,8 0,76 
21 1,2 32,7 1,6 1,4 63,1 1,26 


* Nach Abzug der noch vorhandenen Essigsiiure. — ** Diese Werte sind die Erginzung 
auf 100 °/) Essigsiureidquivalente. Sie geben ein Bild von der fiir die Mycelbildung verbrauchten 
und der bis CO, (gasférmig) abgebai ten Essigsiure. 


Ergebnis. 


Stamm 5. Schwacher Oxalsdurebildner, langsamer Verbrauch der 
Essigsiure, wenig Sauren mit léslichen Ca-Salzen, viel gebundenes CQ,. 

Stamm 6. Schwacher Oxalsaurebildner, maBig schneller Essigsaéure- 
verbrauch, viel Sauren mit léslichen Ca-Salzen, viel gebundenes CQ,. 

Stamm 10. MittelmaBiger Oxalsiurebildner, maBig schneller Verbrauch 
der Essigséure, viel Sauren mit léslichen Ca-Salzen, viel gebundenes CQg,. 

Stamm 11. Guter Oxalsiurebildner, rascher Verbrauch der Essigsaure, 
viel Sauren mit léslichen Ca-Salzen, wenig gebundenes CO,. 

Stamm 12. Guter Oxalsaurebildner, rascher Verbrauch der Essigsaure, 
jedoch wenig Sauren mit léslichen Ca-Salzen, wenig gebundenes CQ,. 


Beziiglich des Abbauweges der Essigsiure kann man aus den 
bisherigen Versuchen noch keine eindeutigen Schliisse ziehen. Das 
Auftreten von Sauren mit léslichen Ca-Salzen, von denen Bernstein- 
siure nachgewiesen werden konnte, deutet darauf hin, daB zumindest 
ein Teil der Essigsiure iiber Bernsteinsiure umgesetzt wird. 

Ob dies der Hauptweg des Essigsiureabbaues ist, mu8 jedoch 
dahingestellt bleiben. Die Schimmelpilzzelle verfiigt anscheinend iiber 
verschiedene Méglichkeiten, Essigsiure weiter zu verwerten, und je 
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nach den Gegebenheiten wird der eine oder der andere Weg beschritte: 
oft verlauft vielleicht die Dehydrierung zu Bernsteinséure und de) 
weitere Abbau derselben neben der Glykol- bzw. Glyoxylsaurebildung 

Die Méglichkeit der Umwandlung von Mycelsubstanzen in Oxa! 
siure kann wohl ausgeschlossen werden, wenn man die — im Verhaltnis 
zur gebildeten Oxalsiure — geringen Mycelgewichte ins Auge falit 
AuBerdem findet gleichzeitig mit der Zunahme der Oxalsaure auch ein 
Vermehrung der Pilzmasse statt. In keinem Falle konnte eine Ver 
minderung des Mycelgewichtes und im Zusammenhang damit eine 
Steigerung der Oxalsiuremenge beobachtet werden. 


Im AnschluB an obige Versuche wurde auch festgestellt, in welche; 
Weise der Acetatabbau durch submerses Mycel von A. niger verlauft, wen 
man den Pilz auf Zuckerlésungen mit geeigneten Nahrsalzen zur Entwicklung 
bringt und dieses ,,fertige’’ Mycel auf die Acetatlésung einwirken laBt. Es 
zeigte sich kein wesentlicher Unterschied gegeniiber den Versuchen, in 
welchen Aspergillus niger direkt auf den Acetaten wachsen gelassen wurds 

Im Zusammenhang mit der Frage des Bildungsweges der Oxalsdure 
wurde auch mit Aspergillus niger (Stamm 20) ein orientierender Versuch 
unternommen, in welecber Weise Ca-Formiat unter den Bedingungen de) 
submersen Kultur veraindert wird. Ameisensaures Calcium ermdéglicht 
ohne Zusatz einer anderen C- Quelle kein Pilzwachstum; in Gegenwart von 
1% Rohrzucker, 4% Ca-Formiat und Nahrsalzen wachst A. nige: 
jedoch gut und verbraucht im Laufe von 10 Tagen etwa 60° und nach 
20 Tagen fast 90°, des Formiats. Neben Oxalsaure (10° d. Th.) entsteht 
in iiberwiegender Menge Kohlensaure. 

Ein Versuch iiber die Verwertbarkeit von Oxalaten durch A. nige 
(Stamm 20) zeigte, daB das Na-Salz als C-Quelle fiir das Wachstum des 
Pilzes nicht ausgenutzt werden konnte. In Gegenwart von 1% Rohrzucke1 
wuchs hingegen der Pilz und es fand Abnahme des Oxalates statt. Am 
10, Tage waren etwa 48% und am 20. Tage 52% des Oxalates verbraucht 
Dabei entstanden nur geringe Mengen fliichtiger Saéuren (am 20. Tage etwa 
3,8%, berechnet als Ameisensiure). Auf Grund der aus unseren Acetat 
versuchen gewonnenen Erfahrungen ist es jedoch méglich, daB ander 
Pilzstiimme zu einem vielleicht noch intensiveren Oxalatabbau befahigt sind 


Durehfiihrung der Versuche*. 
Versuche auf Acetaten. 


Ansatz: Palex-Erlenmeyer-Kolben, 300 ccm, je 100 ccm Nahrlésung, 
wenn nicht anders angegeben: 4% Acetat, 0,2, NH,NO,, 0,1% KH,PO,, 
0,025 °% MgSO,. Sterilisation: 1 Stunde im str6menden Dampf. Impfung 
mit einer Sporensuspension, deren Sporengehalt in einer Zihlkammer nac} 
Steiner-Thoma ausgezaihit wurde (je 100cem Versuchslésung 15 bis 20 Millio- 
nen Sporen). Alter der Kulturen 5 bis 10 Tage. 

Die Kolben wurden bei 30 bis 32°C nach der Beimpfung auf eine: 
Schiittelmaschine geschiittelt, die in der Minute etwa 80 Hin- und 80 He: 


* Unter Mitarbeit von R. Sellmann u. J. Rauch. 
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viange machte (Hubweite etwa 4cem), Die Kolben waren mit Watte ver- 
chlossen; das Durchfiihren eines Glasrohres durch die Wattestopfen er- 
iibrigte sich, da bei dieser Versuchsanordnung ein starkes Spritzen de: 
Garlésung und dadurch eine Befeuchtung der Wattestopfen nicht eintrat 
Unter sterilen Bedingungen wurde von Zeit zu Zeit das an der Wand haftende 
Mycel entfernt und in die Fliissigkeit zuriickgebracht. 


Autarbeitung: Nach 7, 14, 21 oder auch 40 Tagen wurde der Kolben- 
inhalt untersucht. Das Mycel, das bei den Versuchen mit Ca-Acetat stark 
mit unléslichen Ca-Salzen inkrustiert war, wurde bei 100° C getrocknet und 
vewogen, sodann in Salzséure (konz. HCl + Wasser, 1: 1) gelést. An 
aquivalenten Teilen dieser Lésung wurde die Oxalsaéiure und der Ca-Gehalt 
des Mycels bestimmt; aus der Differenz dieser beiden Werte ergibt sich die 
Menge des Ca, das an Kohlenséure gebunden ist. Oft muBten die letzten 
Reste der unléslichen Ca-Salze durch Digerieren’ mit konz. HCl unter 
schwachem Erwarmen herausgelést werden, um eine méglichst quantitative 
Bestimmung des die Zellwinde inkrustierenden Ca-Oxalats méglich 
yu machen. In der Kulturfliissigkeit wurde die Restessigsiure nach dem 
Anséuern durch Wasserdampfdestillation und Titration des Destillats 
festgestellt. Ferner wurde der Ca-Gehalt bestimmt und qualitativ mittels 
Codein- bzw. Pyrogallolreagens auf Glykol- und Glyoxylsiure gepriit. 
Analoge Versuche wurden vereinigt und daraus die atherléslichen Saéuren 
durch Extraktion isoliert. Neben geringen Mengen eines braunen Oles 
wurde ein kristallisiertes Produkt vom Fp. 182° erhalten. Der Mischungs- 
schmelzpunkt mit Bernsteinsiéiure ergab keine Depression. 

Aus der groBen Zahl der Versuche seien nachstehend zwei Versuchs- 
reihen herausgegriffen : 

Versuchsrethe 31. Untersuchung verschiedener Acetate, Normaler Ansatz; 
Impfung mit Stamm 20. Alter 5 Tage, 0,5 cem Sporensuspension, etwa 
18 Millionen Sporen enthaltend. Temperatur 30 bis 32° Ergebnisse 
vel. Tabelle ILI. 


Tabelle III. 





Versuchs- Mycel- 


Versuch Acetat dauer gewicht ciate, 9/0 Th. 
Nr. Tag g Essigsa ure xalsiiure 
: 4% Ca 25 3,14 85,5 33,2 
. 4% Ca 40 4,32 98,5 62,5 
3 4% Na 20 1,92 31,2 97 
4 4% Na 40 0,6 15,8 7,3 
y) 4% K 20 0,64 25.0 25,0 
6 4% K 1() Infektion 
ce oo” N 23 Lip 
9- -10 } 6, pe 0 | : Kein ie 

a Wachstum 

11-12 4% Zn 40 | 

13 4% Mg 20 1,55 80,8 8.9 

14 4% Mg 40 3,24 97,1 0,9 


Versuchsreihe 36. Stamm 11. Normaler Ansatz (4%, Ca-Acetat usw.). 
Impfung mit Stamm Il. Alter 14 Tage; 0,5 ccm Sporensuspension, 
15 Millionen Sporen enthaltend. Temperatur 30 bis 32°. Ergebnisse vel. 
Tabelle IV. 


19 * 
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Tabelle IV. 





Tage 7 14 21 
Re, ee aan ee a eee 1,299 0,033 0,036 
g Essigsaure als Oxalsfure ................ 363 0,720 0,835 
g Essigséure als lésliche Ca-Salze........... 0,390 0,620 05136 
g Essigsiure als gebundene CO, ........... 0,076 0,107 0,079 


Summe: 2,128 1,480 1,086 


Versuche tiber die Umwandlung von Ca-Formiat. 

Ansatz: 300cem Palex-Erlenmeyer-Kolben, je 100 ccm Nahrlésung: 
4% Ca-Formiat, 1% Rohrzucker, 0,2 % NH,N Og, 0.1% KH,PO,, 0,025 % 
MgS0O,. Sterilisation: 1 Stunde im strémenden Dampf. Impfung 2 ccm 
Sporensuspension Stamm 20, Alter 77 Tage; Temperatur 30 bis 32°C. 

Nach 10 Tagen waren 0,229 g Oxalsiure nachweisbar, die Wasserdampf- 
destillation ergab 1,081 ¢ Restameisensaure. 


Versuche tiber die Oxalsdéureassimilation. 

Ansatz: Normal; Nahrlésung: a) 4% Na-Oxalat, 0,2% NH,NO,. 
0,1% KH,PO,, 0,025% MgS0O,; b) ebenso, aber mit 1% Rohrzucker. 
Sterilisation normal; Impfung wie zuvor. 

Nur bei den Versuchen mit 1% Rohrzucker fand Wachstum statt. 
Nach 10 Tagen betrug das Mycelgewicht 0,6 g. Es waren geringe Mengen 
fliichtiger Sauren entstanden (entsprechend 7cem n/10 KOH). 48,8 % 
der Oxalsiiure waren zu diesem Zeitpunkt verbraucht. 


Zusammenfassung. 


1. Ca-, K-, Na-, Mg-Acetat erméglichen unter den Bedingungen 
der submersen Kultur das Wachstum von Aspergillus niger. 

2. Als Umwandlungsprodukte der Acetate konnten neben Oxal- 
siure (bis 60% d. Th.) und Kohlensaure auch Bernstein-, Glykol- und 
Glyoxylsiure nachgewiesen werden. Verschiedene Pilzstaémme ver- 
halten sich hinsichtlich der Fahigkeit zum Abbau der Acetate und zur 
Bildung von Oxalsiure sehr verschieden. 

3. Die Verwendung von submersem Mycel, welches auf Zuckerlésung 
vorgebildet wurde, bietet fiir die Umsetzung der Acetate keinen Vorteil 

4. Oxalsaures Na wird durch A. niger bei Anwesenheit von Zucker 
in submerser Kultur weiter verarbeitet. 

5. A. niger wandelt in Gegenwart von Rohrzucker Ca-Formiat 
hauptsachlich in CaCO, um; daneben bildet sich auch Oxalsaure. 
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Uber die Bildung von d-Glucon-, d-Mannon- 
und d-Galaktonsiiure durch Aspergillus niger 
in Schiittelkultur. 

Von 
Heinrich Knobloch und Hans Mayer*. 

(Aus dem Institut fiir Biochemie und Nahrungsmittelchemie der Deutschen 
Technischen Hochschule, Prag.) 


(Eingegangen am 14, Dezember 1910.) 


Durch enzymchemische Untersuchungen von J). Miiller! und 
neuerdings von W. Franke und Mitarbeitern? wurde festgestellt, dab 
das glucosedehydrierende Ferment ,,Glucoseoxydase* (eigentlich Aero- 
glucosedehydrase) neben d-Glucose auch d-Galaktose und d-Mannose 
angreifen kann. Wahrend iiber die Bildung von d-Gluconsaéure durch 
Schimmelpilze schon eine beachtliche Zahl von Arbeiten® erschienen 
ist, sind Angaben tiber das Auftreten von d-Mannon- und d-Galakton- 
siure durch die Lebenstatigkeit von Aspergillus niger nicht auffindbar. 
Bei Penicillium-Arten beobachteten Angeletti und Ceruti4 in einem Fall 
nach 20 tagiger Ziichtung die Entstehung geringer Mengen von d-Mannon- 
siure (9,35°% der verwendeten Mannose): d-Galaktose wurde auch 
durch diesen Organismus nicht angegriffen. 

Vor einiger Zeit wurde die Gluconsiurebildung durch <A. niger in 
submerser Kultur von L. H. C. Perquin® einer eingehenden Untersuchung 
unterzogen und die giinstigsten Bedingungen fiir diesen Vorgang fest- 
gelegt. Aufgabe der vorliegenden Arbeit war es, einerseits eine Reihe 
verschiedener Aspergillus niger-Stémme hinsichtlich ihrer Fahigkeit 
zur Gluconsaurebildung zu iiberpriifen und andererseits die Méglichkeit 
der Bildung anderer Zuckermonocarbonsiuren in submerser Kultur 
festzustellen. 

Fiir die Untersuchungen wurde die Methode der Schiittelkultur 
deshalb gewahlt, weil sie laboratoriumsmaBig bedeutend leichter durch- 
fiihrbar ist, als die von O. FE. May und Mitarbeitern® angegebene, 


* Vgl. auch Dissertation: Hans Mayer, Prag, Deutsche Karls-Univ., 1941. 

1 D. Miiller, Ergebn. d. Enzymforsch. 5, 259, 1936. — * W. Franke u. 
Lorenz, Liebigs Ann. 532, 1, 1937. 3-Vgl. z. B. die Zusammenstellung in 
Bernhauer: ,,Oxydative Garungen* in Nord und Weidenhagen. Handb. d. 
Enzymologie, Leipzig 1940. — 4 A. Angeletti u. C.F. Ceruti, Ann. Chim. 
appl. 20, 424, 1930. — ° L. H.C. Perquin, Bijdrage tot de kennis der oxyd. 
dissimilatieg van A. niger (van Thieghem). Delft 1938. 6 0. E. May, 
H. T. Herrick, A. J. Mayer u. P. A. Wells, Ind. Eng. Chem. Ind. Ed. 26, 
575, 1934. 
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bei der die Versuche in Gaswaschflaschen unter erhéhtem Druck durch 
gefiihrt werden. Die Geschwindigkeit des Glucoseumsatzes ist alle: 
dings in unserem Falle entsprechend geringer. 

Die physiologischen Eigenschaften der Schimmelpilze sind von 
Stamm zu Stamm sowohl in qualitativer, wie auch in quantitative: 
Hinsicht verschieden. In Oberflichenkultur treten diese Stammes 
eigentiimlichkeiten auch bei der Gluconsdéuregdérung hervor; man kann 
unter den gleichen Versuchsbedingungen starke und schwache Glucon 
siurebildner unterscheiden!. Bei submersem Wachstum ist das ent 
stehende Mycel viel homogener als die in der Oberflachenkultur gezogen 
Pilzdecke ; der Kontakt der einzelnen Pilzhyphen mit der Nahrfliissigkeit 
und dem Sauerstoff der Luft ist infolgedessen ein gleichmaBigerer. 
So ist es auch erklarlich, daB die Umwandlung des Zuckers durch dic 
Pilze unter diesen Umstanden nicht so sehr von den Stammeseigentiim 
lichkeiten abhingig ist, sondern im allgemeinen einheitlicher ver 
lauft. Dies zeigte sich deutlich bei den Untersuchungen iiber die 
Gluconsaurebildung verschiedener Aspergillus niger-Stamme. Von den 
untersuchten Pilzen hatten 34 schon nach 6 Tagen in 10° iger Lésung 
von technischer Glucose (7,8 % Reinglucose) in Gegenwart von CaCO, 
die Hauptmenge des Zuckers verarbeitet. Die Ausbeuten an Ca-Gluconat, 
berechnet aus dem Ca-Gehalt der Garlésungen betrugen etwa 70 bis 
90% d.Th. Nur 8 Staémme hatten 50 bis 70% Gluconsiure gebildet. 
Nach langerer Zeit nahm die Menge des in Lésung befindlichen glucon- 
sauren Ca wieder ab; dabei konnte das Auftreten von Oxalsiure beob- 
achtet werden. 

Bietet man dem Pilz (Aspergillus niger 20) an Stelle von Glucose 
Mannose als C- Quelle, so ist das Wachstum etwas verlangsamt:; aber 
auch in diesem Falle ist der Umsatz in 14 Tagen betrachtlich. Zu dieser 
Zeit sind 65 bis 70°% des Zuckers in Ca-Mannonat (berechnet aus dem 
Ca-Gehalt der Garlésung) umgewandelt, das sich auch bereits manchmal, 
infolge der geringen Léslichkeit, auszuscheiden beginnt. Auch im Falle 
der Mannose findet bei langerer Einwirkung des Pilzes ein Verbrauch 
des entstandenen Ca-Mannonates, unter gleichzeitiger Bildung von 
Oxalsaure statt. 

Galaktose wird vom Pilz (A. n. 20) noch schlechter ausgenutzt 
als Mannose; das Wachstum ist sehr verzégert, der Zuckerverbrauch 
erfolgt nur langsam. Selbst nach 47 Tagen sind noch etwa 26° der 
urspriinglichen Zuckermenge (10°) unverandert. Das in Wasser wenig 
lésliche Ca-Galaktonat beginnt bereits nach 20 Tagen aus der Gar 
lésung auszukristallisieren. 


’ 
' Vgl. z. B. F. Bernhauer, Duda u. H. Siebenduger, diese Zeitschr. 230, 
482, 1931. 
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Auffallend an diesen Beobachtungen ist die Tatsache, dai bei Ver- 
suchen mit Enzympraparaten (Franke und Deffner, |. c.) Galaktose wesent- 
lich rascher angegriffen wurde als Mannose, wahrend bei unseren Versuchen 
das Umgekehrte der Fall war. Dies kénnte damit zusammenhingen, daB 
in Gegenwart von Mannose mehr Pilzsubstanz (dementsprechend auch mehr 
Enzym) entsteht als bei Verwendung von Galaktose. Andererseits wire 
diese Tatsache auch erklarlich, wenn man annimmt, da®B die Zellwand der 
Pilze fiir die einzelnen Hexosen verschieden durchlassig ist. 

Aus d-Arabinose und |-Xylose sowie aus ]-Rhamnose wurden unter 
unseren Versuchsbedingungen die entsprechenden Monocarbonsiuren nicht, 
oder héchstens in geringen Mengen gebildet. Es fand schwaches Wachstum 
und langsamer Zuckerverbrauch statt; auch in diesen Fallen entstanden 
kleinere Mengen léslicher Ca-Salze. 

Eserschien auch interessant, festzustellen, wie sich der Pilz Disacchariden 
gegeniiber verhalt; man konnte erwarten, daB zuerst Hydrolyse der Zucker 
stattfinden und hierauf die Spaltstiicke der Oxydation unterliegen wiirden. 
Im Falle der Maltose konnte nach 6 Tagen ein vélliges Verschwinden des 
Reduktionswertes gegeniiber Fehlingscher Lésung und eine fast 90 °Sige 
Umwandlung derselben in Gluconsaéure beobachtet werden. 

Auch auf Saccharose wuchs der Pilz rasch und kraftig; nach 6 Tagen 
waren 63% des Zuckers verbraucht. Aus dem Ca-Gehalt der Lésung ergab 
sich, daB 61% des urspriinglichen Zuckers in Séuren (berechnet als Glucon- 
siure) umgewandelt worden waren. Die iiberwiegende Menge der ent- 
standenen Saure war Gluconséure. Wie eine Priifung mit Deniges Reagenz 
ergab, hatte sich auch Citronenséure gebildet. (Wahrscheinlich aus dem 
Fructoseanteil entstanden, vgl. weiter unten.) Lactose bzw. ihre Spalt- 
stiicke waren noch nach 47 Tagen in der Garlésung in ziemlicher Menge 
nachweisbar (etwa 25%, Restzucker). Beim Eindampfen der Fliissigkeit 
wurde ein Gemisch von Ca-Galaktonat und -Gluconat erhalten. 

Das Trisaccharid Raffinose wird von Aspergillus niger (20) gleichfalls 
verwertet. Es wird véllig gespalten und, wie auf Grund der Aldosen- und 
Ketosenbestimmung angenommen werden kann, ist der nach 7 Tagen 
analytisch feststellbare Zucker hauptséchlich Galaktose. Glucon- und 
Galaktonséure konnten in der vergorenen Lésung nachgewiesen werden. 

Aus Starke bildet der untersuchte Pilzstamm gleichfalls Gluconsaure. 

Inulin wird von Aspergillus niger (20) zu Fructose hydrolysiert und 
verhalt sich dann ebenso wie dieser Zucker. 

Auch die Ketohexosen d-Fructose und |-Sorbose wurden hinsichtlich 
ihrer Verwertbarkeit durch den Pilz (A. n. 20) untersucht. In submerser 
Kultur werden diese Zucker auch nach langerer Zeit nur teilweise (d-Fruc- 
tose bis max. 50%, 1-Sorbose bis 40 % nach etwa 30 Tagen) verbraucht; die 
Mengen der entstandenen léslichen Ca-Salze waren im Falle der l-Sorbose 
unbedeutend, bei der d-Fructose hingegen gréBer. In diesem Falle konnte 
Citronensaiure nachgewiesen werden. 

Aus d-Sorbit und Glycerin entstehen keine Sauren mit léslichen Ca- 
Salzen. Aspergillus niger vermag jedoch diese Alkohole gut fiir das Wachs- 
tum zu verwerten. 

Der beschleunigende EinfluB8 von Mg-Salzen auf die Stoffwechsel- 
vorgange mancher A. niger-Stéimme wurde schon von mehreren Au- 
toren beschrieben. In einer friiheren Untersuchung! zeigte es sich, 


1 K. Bernhauer, H. Iglauer, H. Knobloch u. O. Zippelius, diese Zeitschr. 
3038, 300, 1940. 
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daB unter anderem auch der Stamm A. niger 20 in Oberflachenkultur 
Gegenwart von MgCl, besonders intensiv Citronenséure bildet. Die 5: 
wirkung von MgCl, auf die submerse Gluconsadurebildung durch A. niger 26 
war nur gering (die Gluconsaéuremenge war um etwa 10% erhdht); auch dy 
Umwandlung von Mannose und Galaktose wurde nur unwesentlich |) 
schleunigt. 

Nachdem die Versuche in submerser Kultur den. Beweis erbrac)it 
hatten, daB auch d-Mannose und d-Galaktose durch A.n. (20) in guten 
Ausbeuten in die entsprechenden Zuckercarbonséuren tibergefiihrt werden, 
erschien es interessant zu untersuchen, wie sich der Pilz in Oberflachen 
kultur gegeniiber diesen Zuckern verhalt. Es wurden zwei gute Sau 
bildner untersucht (A. n. 20 und 25), um durch ein eventuelles Abweichen 
eines Stammes nicht zu einem Fehlurteil zu gelangen. Es zeigte sich dabei, 
dai d-Mannose nach 30 Tagen zu etwa 61% (Stamm 20) bzw. 69°, 
(Stamm 25) verbraucht war und daB aus der Garlésung Ca-Mannonat, 
welches sich zum Teil schon wahrend der Garung ausgeschieden hatte, 
beim Eindampfen erhalten wurde. Zwischen den beiden Staémmen zeigte 
sich also kein wesentlicher Unterschied. d-Galaktose wurde auch in Obei 
flichenkultur betrachtlich langsamer verbraucht, als d-Mannose [nach 
30 Tagen etwa 40% (Stamm 20) bzw. 47% (Stamm 25)]. 

Es wurden ferner verschiedene Schimmelpilze auf ihre Fahigkeit, Glucon 
saure zu bilden, untersucht. Die Angaben iiber das Vorkommen von Glucose 
Oxydase in Schimmelpilzen sind nur sparlich!. Unter den Bedingungen unsere: 
Versuche bildeten folgende Organismen Gluconsaure in gr6éBeren Mengen 
P. griseofulvum, P. luteum Zukal, P. brevicaule, P. africanum, P. citrinum, 
P. Trzebinski. Keine Gluconséure bzw. nur geringe Mengen eine! 
Saure mit léslichem Ca-Salz wurden gebildet von Zygorhynchus Moelleri, 
Mucor racemosus, M. hiemalis (+), Fusarium spez., Aspergillus ochraceus, 
A. Wentii, A. glaucus, A. fumigatus, A. luchuensis, A. terreus, A. oryzae, 
P. eyaneum, P. viridi-dorsum, Absidia spinosa ?. 


Durehfiihrung der Versuche. 


Ansatz: Palex-Erlenmeyer-Kolben 300 ccm Nahrlésung, wenn nicht 
anders angegeben, 10° Kohlenhydrat, 0,0388°) (NH,4),HPO, 
0;0188 % K Hy PO,; 0,0156% Mg S0O,-7H,O; 5°%,CaCO, (steril) 
Sterilisation 1 Stunde im strémenden Dampf; Impfung mit 3 ccm 
Sporensuspension je Kolben. Alter der Impfkultur zwischen 6 bis 
60 Tagen. Nach der Beimpfung wurden die Kolben bei 30 bis 32° auf 
einer Schiittelmaschine geschiittelt. 

Aufarbeitung: Nachdem das Reduktionsvermégen der Garlésung 
bis auf einen kleinen Rest verschwunden war, wurde vom Mycel und 
vom unverbrauchten CaCO, abfiltriert und in der klaren Lésung de1 
Ca-Gehalt durch Fallung mittels Ammonoxalat sowie der Restzucke: 
nach Bertrand bestimmt. Der Rest der Garlésung wurde im Ver 

1 Miiller, 1. c., Franke usw., l.c. — ? Fiir die Uberlassung von Rein 
kulturen sei auch an dieser Stelle den Herren Prof. A. Janke, Wien und 
Dr. K. Ondratschek, Prag bestens gedankt. 
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dunstungskasten nach Faust-Heim eingedampft. Im Verdunstungs- 
riickstand wurden auf diesem Wege, falls Bildung der Zuckerearbon- 
siuren stattgefunden hat, die Ca-Salze derselben in verhaltnismabig 
reinem, kristallisiertem Zustand gefunden. Nachstehend einige Ver- 
suchsreihen : 

1. Versuche tiber die Bildung von d-Glucon-, d- Mannon- und d-Galak- 
tonsdure. Versuchsansatz und -durchfiihrung I. wie oben; Il. unter 
Zusatz von 0,385° MgClo. Impfung: Aspergillus niger 20 Tage alt. 
Ergebnisse vgl. Tabelle I. 

Tabelle I. 





Versuchs- 
Zuckerart dauer 
Tage g mg 


Ca 
Restzucker jin Lisung Anmerkungen 


Versuchsreihe 9/I. 


10 %ige Glucose ..... 7 0,50 649 
10s SA RIMES 47 Spuren 506 
10% 5, Mannose ..... 14 0,67 718 
10% x, en ere 47 0,11 445 
10% ., Galaktose .... 20 3,87 311 
/0 
10%; ai eo! 47 2.66 319 Ca-Galaktonatausscheidung 


Versuchsreihe 9/II. 


10 %ige Glucose ..... 7 0,38 691 
10% 4» A heres 47 Spuren 490 
10% ,, Mannose..... 14 0,06 756 
10% ., a eee 30 Spuren 814 
10% ,, Galaktose .... 30 3,38 512 
10% ., by Cate 47 1.30 388 Ca-Galaktonatausscheidung 


Nachweis der d-Mannonsdiure: a) Als d-Mannonsaure-y-lacton: 
0,01 Mol (4,3 ¢) Ca-Mannonat (aus dem Gdaransatz) wurden in etwa 
100 com Wasser unter Erwairmen gelést und die aquivalente Menge 
Oxalsiure (Vermeiden eines Uberschusses!) langsam eingetragen. Vom 
Ca-Oxalat wurde abgetrennt und die Lésung im Vakuum eingeengt. 
Nach dem Animpfen kristallisiert der Riickstand, Fp. 149°; Mischungs- 
schmelzpunkt mit y-Lacton 149°. 

b) Als d-Mannonsaurephenylhydrazid : 1 Teil Ca-Mannonat, 10 Teile 
Wasser, 2 Teile 50° ige Essigsiure, 1 Teil Phenylhydrazin wurden 
im Wasserbad 3 Stunden unter RiickfluB erhitzt; hei filtriert, nach 
dem Erkalten scheiden sich Kristalle aus, nach dem Umkristallisieren 
Fp. 200°. 

Nachweis der d-Galaktonsdure: Als d-Galaktonsaiurephenylhydrazid : 
Darstellung wie oben, Fp. 201° (nach Umkristallisieren), 

2. Versuche iiber die Umwandlung verschiedener Kohl-nhydrate. 
Versuchsansatz und -durchfiihrung wie oben; Impfung: Aspergillus 
niger 20. Ergebnisse vgl. Tabelle LI. 
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Tabelle II. Versuchsreihe 12/19. 





Versuchs- Ca 
Kohlenhydrat dauer Restzucker in Lésung Anmerkungen 
Tage g mg 
10 %ige d-Arabinose . . 30 6,55 106 
10%... : l-Rylose ....:. 30 8.0 45 * 
10% ., Rhamnose ... 30 3,29 101 
10% ,, Maltose...... 6 Spuren 962 Oxalat 
10% ,, Lactose ..... 47 2,51 147 
IU, 5s EO eS ie 27 0,16 163 + 
10% ,, 1-Sorbose .... 10 8,68 73 : 
10 % » re ore 27 6,00 68 
10% ,, d-Fructose... 10 7,08 101 ** 
10 % 5, 9s nis 27 4,90 182 * 
10 % .»:.d-Sorbit...... 30 98 
10% ,, Glycerin ..... 6 67 Oxalat 
10% ,, Saccharose ... 6 8,6 676 
10%, 5s =a ae 15 3,0 470 cle 
5%,, Raffinose .... 7 1,4 290 oo enepen ad 
5 % m ye ‘en 15 0.65 390) w atar a 
5% ,, Starke, léslich 7 Spuren 268 ee 
OM * eo 15 mp 329 


* Beim Verdampfen der Garlésung kristallisierte unveriinderte l-Sorbose bzw. l-Xylose aus 
** Nach langem Stehen im Eisschrank kristallisierten aus der eingeengten Girlésung gering: 
Mengen eines Ca-Salzes aus, das mit Denigés Reagens auf Citronensiiure positive Reaktion ergab 


3. Uber die Bildung von Mannon- und Galaktonsdure in Ober fldchen- 
kultur. Versuchsansatz: normal. 10° Mannose bzw. 5% Galaktose 
mit den Niahrsalzen wie bei den Versuchen in Schiittelkultur. 5° 
steriles CaCO, wurde bei der Impfung zugesetzt. Geimpft mit Asper- 
gillus niger Stamm 20 (Alter 6 Tage) und Stamm 25 (Alter 4 Tage). 
Versuchsdauer 30 Tage. Temperatur 30 bis 32°, je drei Parallel- 





versuche. 
Stamm Restzucker Ca in Lisung | Mycelgewicht 
mg mg ‘ 
10 %ige Mannose ....... = ore tg ee 
5 %ige Galaktose ...... Hg re 4.4494 


4. Versuche iiber die submerse Gluconsdurebildung durch Aspergillus 
niger-Stimme. V.R. 14/16. Versuchsansatz und -durchfiihrung wie 
oben. Ergebnisse vgl. Tabelle III. Der Zucker war bei Versuchsende 
in allen Versuchen beinahe véllig verbraucht. 


Tabelle III. 





Stamm 1 2 3 4 5 6 


Versuchsdauer 6 15 | 6 1 6 15 6 | 16 || 6 16 || 6 15 
% Gluconsaure | 57,9 27,3 45.8 87,6 71,5 83,1 56,3 95,4 82,5 50,5 58.5 86,3 








Bildung von d-Gluconsdure dureh Aspergillus niger usw 20] 


Tabelle IIL (Fortsetzung). 























Stamm 9 10 11 12 13 14 
\ ersuchsdauer S:7°36 | © 46 1-6 16 | 6 |} 15.) 6 16 1 G6 | 16 
, Gluconsdiure 65,8 83,4 53,8 79,7 62,5 39.1 74,5 84,0 66.8 85,1, 65,9 88,8 
Stamm 15 17 1s 19 21 22 
\ ersuchsdauer 6 15 6 15 6 15 6 15 6 15 6 15 
®%, Gluconsdure 23,9 72,8 12.3 70,7 51,1 89,7 59,1 82,0 84,1 86,3 81,2 82,8 
Stamm 23 24 25 26 27 28 
Versuchsdauer 6 10 8 1d 8 15 10 10 
% Gluconsdure 79,3 77,5 66,6 64,9 53,8 54,0 77,0 77,7 
Stamm 29 30 31 32 33 34 
Versuchsdauer 15 10 6 6 8 15 6 
rt ©, Gluconsaure 64,0 76,1 77,1 86,5 72,4 90,0}} 92,3 
Stamm 35 36 37 38 39 41 
os Versuchsdauer 8 15 6 (5 13.| 15 12 15 6 
ering: % Gluconséure 68,4 84,6 88,5 90,0 57,9| 70,1 66,2 90,2 95,0 
ergab 
Stamm | 42 43 44 45 46 47 
hen- 7 7] ra " Fe ) Fo " F rn A ny f 
Versuchsdauer 7 15 r 15 7 15 r 15 r 15 7 15 
tose % Gluconséure 56,7 86,1 57,6 94,9 66,0 99,1 58,2 59,0 67.1 60,8 53,0 59,1 
5) ao 
per- 5. Versuche iiber die Gluconsdurebildung verschiedener Schimmel- 
we). pil. Versuchsansatz und -durchfiihrung wie tiblich. 
Hel- V hs 
Pilz penn Restzucker Ca mg % Gluconsdure 
icht r . | 6 4057 52,59 
Lygorhynchus Moelleri .. = sr ge * 
Zygorhynchus Moelleri ih 2994 68.77 
ce { 6 4634 64,73 ” 
| Mucor racemosus | ih 9890 1049 
: : : 6 7785 71,82 
Mucor hiemalis (+-) ..... | a . pes * 
ware (+t) 15 4032 123.4 
. , 6 76 91,02 
| Fusarium spez. ......... 1b phe aan * 
Haus 5 3026 : win 
wi Aspergillus oryzae....... 6 5850 52,59 ’ 
" : ; 
ochrazeus 6 5980 71,3 . 
nde ” Re ey 15 h2H2 101,1 
j 6 4663 38,43 * 
ole sus - or fe 
” glaucus I 15 4992 137.5 
* glaucus II... 15 4180 310,6 ¥s 
= - Wentii ...... 15 6884 109,46 * 
’ {i 7 5916 32,0 ‘ 
os umigatus. ... A eats 
: fumigatu 15 4736 48] 


16,3 * Keine Abscheidung von Ca-Gluconat beim Eindampfen. 


9 
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Versuchs- 


Pilz dauer Restzucker Ca mg % Gluconsi 
; 7 598 
Aspergillus luchuensis ... | 1b ica ri * 
runs { 7 8344 59,85 
» - QOERORS ...... 15 4672 134,3 
ms spezies ...... 15 4180 310,6 35,8 
Penicilli ee 6 : 52,59 
enicillium viridi dorsum | 15 3768 105.2 * 
) 901 ¢ 29 ¢ 
re luteum (Zukal) | Pe 7 cate re 
i luteum II ... 15 4090 299 34,4 
‘ 6 422 604,8 69,7 
si griseofulvum . 15 207 236.7 37°3 
me brevicaule ... 15 1889 448,5 40,8 
ss italicum ..... 15 5294 258,1 23,2 
a africanum ... 15 4722 431,6 49,7 
ye citrinum .... 15 1874 543,7 62,6 
anguifl f 7 7404 48,1 
ne sanguifluum. . 15 4800 611.2 70,4 
Ba Tay | (4 3114 583,1 67,2 
Przebinski . . . 15 1694 77,5 89,6 
as 7 6392 89,61 s 
my cyaneum “| 1h 5318 200.9 
7 052 5 
Absidia spinosa ......... 1b peed ope * 


* Keine Abscheidung von Ca-Gluconat beim EKindampfen. 


Zusammenfassung. 

1. Von 42 verschiedenen Aspergillus niger-Stimmen bilden 34 
innerhalb von 6 Tagen unter den Bedingungen der Schiittelkultur in 
etwa 8°%iger Glucoselésung Gluconsiure in Ausbeuten von 70 bis 
90° d. Th. 

2. Es konnte erstmalig die Bildung von d-Mannon- und d-Galakton 
siure durch Aspergillus niger in submerser Kultur nachgewiesen werden 

3. Aus Maltose, Saccharose und Starke entstand gleichfalls Glucon 
saure, 

4. Lactose und Raffinose wurden gespalten und der Pilz bildete 
daraus neben Glucon- auch Galaktonsaure. 

5. MgCl, beschleunigt die submerse Gluconsaiuregirung des Asper 
gillus niger-Stammes 20 nur unwesentlich. 

6. Auch in Oberflichenkultur bildet Aspergillus niger (Stamm 20) 
und 25) Mannon- und Galaktonsaure. 

7. P. luteum, P. griseofulvum, P. citrinum, P. brevicaule, P. afri 
canum, P. sanguifluum, P. Trzebinski bilden Gluconsaure in gréBeren 
Mengen. 
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Uber die Siiurebildung aus Zucker 
durch Aspergillus niger. 
IX. Mitteilung: 


Sporenlagerung und Siurebildung. 
Von 
K. Bernhauer, A. Iglauer und H. Knobloch. 


(Aus dem Institut fiir Biochemie und Nahrungsmittelchemie der Deutschen 
Technischen Hochschule, Prag.) 


(Eingegangen am 10. Dezember 1940.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 


Die physiologischen Eigenschaften der Schimmelpilze sind Schwan- 
kungen unterworfen, deren Ursache man gewohnlich nicht ohne weiteres 
erkennt. Am deutlichsten sind diese Verainderungen bei langdauernder 
Ziichtung auf den gebrauchlichen Nahrbéden des Laboratoriums. 
Man kann sie vielleicht auf einen Mangel an Wirkstoffen (Wuchsstoffen) 
oder an Spurenelementen in diesen kiinstlichen Substraten zuriick- 
fiihren. 


Es ist bekannt, daB gute Saurebildner unter diesen Umstanden oft die 
Fahigkeit zur Anhiufung organischer Sauren in hohem MaBe einbiiBen !. Man 
hat auch verschiedene Methoden zur Wiederherstellung des Saurebildungs- 
vermégens beschrieben *, doch scheinen dieselben nicht fiir alle Staémme in 
gleicher Weise anwendbar zu sein. Eine Méglichkeit der Konstanthaltung 
der physiologischen Eigenschaften besteht auch in der Aufbewahrung von 
Sporen unter geeigneten Bedingungen *. Die Conidiosporen der Schimmel- 
pilze stellen Dauerformen vor, die gegen auBere Einfliisse verhaltnismaBig 
widerstandsfahig sind und auch lange lebensfahig bleiben. So sollen reife, 
vom Mycel abgeerntete Conidiosporen von Aspergillus oryzae noch nach 
22 Jahren auskeimen *; allerdings wurden in diesem Falle die physiologi- 
schen Eigenschaften des Pilzes nicht gepriift. Rippel und Kreuzmann ® 
beobachteten, daB die Sporen von Aspergillus niger durch das Trocknen 
Verinderungen erleiden, die sich in einem unterschiedlichen Verhalten des 
Mycels auBern. Paley ® untersuchte die iiber Schwefelsiure getrockneten, 
vom Mycel abgetrennten reifen Conidiosporen innerhalb gewisser Zeit- 


1 Bernhauer, diese Zeitschr. 197, 306, 1928; Wassiljew, ebenda 278, 
226, 1935. — * Kardo-Syssojewa, Mitt. d. wiss. Forschungsinst. f. Nahrungs- 
mittelind. d. U.S. 8. R. II, 1, 25, 1935; Chrzaszez u. Zakomorny, diese 
Zeitschr. 291, 312, 1937. — * Bernhauer, Duda u. Siebenduger, ebenda 230, 
475, 1931; Bernhauer, Die oxydativen Garungen. Berlin, Jul. Springer, 
1932. — 4 McCrea, Science (N. Y.) 58, 426, 1932. — > Rippel u. Kreutzmann, 
Arch. f. Mikrobiol. 6, 276, 1935. — ® Paley, Mitt. d. wiss. Forschungsinst. 
f. Nahrungsmittelind. d. U. 8S. S. R. IIT, 1, 94, 1935; Areh. f. Mikrobiol. 7, 
206, 1936. 
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abstande wahrend eines Jahres. Er fand, dafi das Saurebildungsvermée 
bei dieser Art der Aufbewahrung viel konstanter bleibt, als bei regel mai: 
I4tagiger Uberimpfung. Wurden jedoch die Sporen nach dem Trocki, 
nicht vom Mycel getrennt, sondern gemeinsam mit der fein zerrieber: 
Pilzdecke aufbewahrt, so zeigte sich schon nach 6Ctagiger Lagerung 
deutlicher Rickgang der Saurebildung. Chrzqaszcez und Zakomorny ei) 
fehlen die Aufbewahrung der reifen gepulverten Schimmelpilzdecke 
0°; sie fanden auch nach dreijahriger Lagerung keine Verainderungen «{; 
Eigenschaften des untersuchten Pilzes. ! 


Die Frage der Sporenlagerung ist fiir die Physiologie der Aspe: 
gillus-Arten und dariiber hinaus auch fiir jene Géarungsindustric: 
in denen Schimmelpilze verwendet werden, von groBer Bedeutuny 
Diese Frage sollte daher nochmals eingehend untersucht werden. Che: 
die vorliufigen Ergebnisse dieser Arbeit wird im folgenden berichte: 

Die Kulturen eines guten Citronensiurebildners (A. niger 25 
wurden in nachstehender Weise vorbereitet und aufbewahrt : 


1. Der Pilz wurde auf Bierwiirze-Schrigagarréhrchen bei 32° 


zur Entwicklung gebracht und in diesem Zustand bei Zimmertemperatur 
aufbewahrt. 

2. Die Kultur wurde wie zuvor anwachsen gelassen; sobald die 
Sporenbildung vollzogen war, wurden die Réhrchen im Vakuum iiber 
Schwefelsiure getrocknet, evakuiert verschmolzen und gelagert. 

3. Mit Bolus alba abgeerntete Conidicsporen normaler Kulturen 
(wie unter 1) wurden in verschmolzenen R6hrchen aufbewahrt. 

4. Sporen von Pilzen, die im Vakuum tiber Schwefelsaure getrocknet 
worden waren (vgl. 2), wurden abgeerntet und wie zuvor aufbewahrt 

In bestimmten Zeitabstinden wurden die Kulturen auf Agar- 
rohrchen tiberimpft und sodann auf ihr Saurebildungsvermégen gepriift. 
Von einer direkten Einimpfung des aufbewahrten Sporenmaterials 
in die Versuchslésungen wurde abgesehen, um Fehlschliisse zu_ver- 
meiden, die bei einer unmittelbaren Verwendung derselben durch eine 
eventuelle Verminderung der Keimfahigkeit der gelagerten Sporen 
entstehen kénnten. Diese Versuche. wurden in tiblicher Weise (vg!. 
Versuchsbeschreibung) durchgefiihrt. 

Nach zweijahriger Lagerung der Sporen war die Fahigkeit des 
Pilzes zur Saureanhaufung etwa ebenso groB wie vorher. Aber auch 
die in regelmaBigen Abstinden weiter tiberimpfte Kultur hatte sich 
in dieser Hinsicht nicht wesentlich verindert. Die bei den einzelnen 
Uberpriifungsversuchen erhaltenen Saurewerte schwankten zwar inner- 
halb gewisser Grenzen, was jedoch durch unbekannte Faktoren bedingt 
sein diirfte. Besonders groB waren diese Schwankungen bei Versuchen 


! Chrzqszxcz u. Zakomorny, Przem. Ch. 22, 296, 1938. 
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in denen der Nahrboden gréBere Mengen Mg-Salze enthielt. Auffallend 
war, daB Sporen, die nach Punkt 2 behandelt waren, schon nach 
4 Monaten eine EinbuBe der Keimfahigkeit erlitten hatten. Nach 
2 Jahren konnten nur noch wenige Sporen zur Keimung gebracht 
werden; trotzdem hatte jedoch das Séurebildungsvermégen keine Ver- 
ringerung erfahren. Die nach Punkt 1 aufbewahrten Sporen waren 
groBtenteils keimfihig geblieben. 

Die Veranderung der Conidiosporen, die gemeinsam mit dem 
Mycel getrocknet und in diesem Zustand aufbewahrt worden waren, 
kénnte vielleicht mit autolytischen Vorgingen im Pilz zusammen- 
hangen, dessen Lebenstatigkeit durch die Trocknung sicherlich stark 
verandert wird. 

Zusammenfassend laiBt sich feststellen, daB die Aufbewahrung 
von Aspergillus niger-Stammen in Form reifer abgeernteter Conidio- 
sporen eine weitgehende Erhaltung der physiologischen Eigenschaften 
der Pilze gewahrleistet und fiir die Konstanterhaltung des Garvermégens 
gut sduernder Rassen bestens geeignet ist. 


Beschreibung der Versuche!. 
Vorbereitung des Sporenmaterials. 


Als Ausgangskultur diente eine 3 Tage alte Kultur des Aspergillus niget 
(Stamm 25) auf Bierwiirze-Schragagar (BWA.). 

a) Kulturen mit der Bezeichnung A wurden unter normalen Bedingungen 
auf BWA. gezogen und so lagern gelassen. 

b) Kulturen mit der Bezeichnung B wurden wie unter a) gezogen, 
jedoch nach der Sporenbildung (4 Tage bei 32°) im Exsikkator iiber Schwefel- 
siure im Vakuum bei 12 mm getrocknet. Nach einigen Tagen hatten de! 
Nahrboden und das Pilzmycel die Hauptmenge des Wassers abgegeben. 
Nun wurden die Réhrehen einzeln evakuiert und unter Vakuum = ver 
schmolzen. 

ec) Kulturen mit der Bezeichnung C erhielten wir in normaler Weise. 
Die reifen Sporen wurden jedoch mit sterilem Bolus alba abgestaubt. Die 
abgeernteten Sporen (mit Bolus) wurden in Glasréhrehen eingeschmolzen. 

d) Kulturen mit der Bezeichnung D wurden in der unter b) beschriebenen 
Weise vorbehandelt. Nach dem Austrocknen des Nahrbodens wurden die 
Sporen mit sterilem Bolus alba abgeerntet und bei 12mm Vakuum inp 
Réhrehen eingeschmolzen. Die Réhrchen mit dem Sporenmaterial wurden 
bei Zimmertemperatur gelagert. 


Uberpriifung des Sdurebildungsvermdgens. 


Nach 8 Wochen wurde von A bis D je ein Réhrehen auf BWA. iiber- 
tragen und nach 4 Tagen von diesen Kulturen (A, bis D,) die nachstehenden 
Uberpriifungsversuche beimpft und gleichzeitig die Pilze auf neue Nal 
béden (BWA.) iiberimpft (A, bis Dg). 


1 Ausgefiihrt unter Mitwirkung von R. Sellmann. 
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Von den Kulturréhrchen A, bis D, wurden nach 3 Tagen aberma 
Uberpriifungsversuche beimpft und der Stamm wiederum auf BWA 
weitergefiihrt (A, bis D,). Dies wurde insgesamt viermal wiederholt. 

Die Uberpriifung der Séurebildung erfolgte nach 8, 16, 24 und 40 Woche: 
sowie nach 2 Jahren. 


Uberpriifungsversuche. 
Ansatz: 300 cem ,,Palex‘‘-Erlenmeyer-Kolben mit je 100 cem Nahi 
losung folgender Zusammensetzung: 
I. 17,5 % Zucker ; 0,2 ° NH,NO,; 0,1 % KH, PO,; 0,025 % MgSO,.7H,0 
IT. wie I., aber Zusatz von 0,77% MgCl, . 6 H,O. 
III. 17,5% Zucker; 0,64% Mg(NO,),.6H,O; 0.1% KH,PO,; 0,025 ° 
MgSO, . 7 H,O. 





1800 
com 
1600 
1400 
1200 
x 1000 
i] 
= 
BIR 800 


500 





400 





200 








0 





: 
7 9 +n 8 8 %W 8 @ @ 08 2 
Toge 


Abb. 1. Die Kurven geben die Siurebildung der normal iiberimpften (n) sowie der ver- 
schiedenartig gelagerten Kulturen wieder (A, B, C, D). Dauer der Lagerung der Kul- 
,  turen: 2 Jahre. Die Kurven stellen die Mittelwerte der Titrationen von 3 Parallel- 
versuchen fiir 100 cem des Nahrbodens I dar, ausgedriickt in ccm n/10 KOH. 


Nach dem Sterilisieren (1 Stunde im strémenden Dampf) wurde je 
Kolben 1 eem n/10 HCl zugesetzt und mit 2cem einer Sporensuspension 
der zu untersuchenden Kultur (A,_, bis D,_,) beimpft. Das Sporenalte: 
betrug 3 bis 6 Tage. 


Die Pilze wurden bei 30 bis 32°C zur Entwicklung gebracht. Di 
Saurebildung wurde vom 7.'Tag an durch Entnahme von je 2 cem Nahi 
lésung und Titration derselben mit n/10 KOH (Phenolphthalein) ver 
folgt (vgl. Abb. 1). Die Probeentnahmen erfolgten unter Schonung de1 
Pilzdecke und unter méglichst sterilen Bedingungen. In einzelnen Fallen 
wurde nach Erreichung des Sauremaximums die Art der gebildeten Sau 
iiberpriift und durch Bestimmung der Citronensaéure als Ca-Citrat die Meng: 
derselben festgestellt. Es zeigte sich, daB die Hauptmenge der Siure stet> 
Citronenséure war, daneben fand sich in geringer Menge Gluconsiur 
Oxalsaéure konnte nicht beobachtet werden. 
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Zusammenfassung. 


1. Der EinfluB der Lagerung von Aspergillus niger-Kulturen auf 
ihr Séurebildungsvermégen wurde untersucht. 

2. Es zeigte sich. daB die Trocknung von Kulturen und deren 
langere Aufbewahrung in diesem Zustand einen ungiinstigen Einflu8 
auf die Keimfahigkeit der Sporen ausiibt ; das Vermégen zur Saurebildung 
erfahrt dabei aber keine EinbuBe. 

3. Werden die Sporen getrennt vom Mycel aufbewahrt, so andert 
sich ihre Keimfahigkeit im Verlauf von 2 Jahren nicht oder nur un- 
wesentlich ; die Sauerungsfahigkeit bleibt erhalten. Die Aufbewahrung 
von Aspergillus niger-Kulturen in Form reifer, abgeernteter Konidio- 
sporen erscheint empfehlenswert. 

4. Gewisse Schwankungen im Saurebildungsvermégen konnten 
im Verlauf der Untersuchung beobachtet werden, sie scheinen jedoch 
auf auBere Faktoren (Art des verwendeten Zuckers, des Wassers usw.) 
zurickzufiihren zu sein. 


Biochemische Zeitschrift Band 307. oo”) 

















Uber die Siurebildung aus Zucker 
durch Aspergillus niger. 
X. Mitteilung: 
Der Einflu8 der Zuckersorte auf die Citronensiurebildung. 
Von 
K. Bernhauer, A. [glauer und H. Knobloch. 


(Aus dem Institut fiir Biochemie und Nahrungsmittelchemie der Deutsche: 
Technischen Hochschule, Prag.) 
(Eingegangen am 14. Dezember 1940.) 
Mit 14 Abbildungen im Text. 


Bereits in einer friiheren Mitteilung! wurde auf den Einflub vei 
schiedener Riibenzuckersorten auf den Verlauf der Citronenséurebildune 
hingewiesen. Bei einer naheren Untersuchung dieser Beobachtung 
ergaben sich einige bemerkenswerte Tatsachen, iiber die im folgenden 
kurz berichtet wird. 

Wenn man nach den Ursachen der festgestellten Unterschiede fragt. 
so ergeben sich zwei verschiedene Faktoren, die aber beide stets neben 
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Tage 
Abb. 1. Vergleich verschiedener Zuckersorten: 15 % Zuckermit folgenden Niahrsalzen: 0,2 % N H, NOs, 
0,1% KH2PO,, 0,025% MgS0O,. (Kiinftig als n.NS. bezeichnet.) 0,01 n an HCl. I. Roh 
zucker der Zuckertabrik Schoeller, Tschakowitz (1938). II. Rohzucker derselben Herkunft (1939 
Ill. Reinzucker der Zuckerfabrik Weidenbusch (1938). IV. Reinzucker Schoeller, Tschakowitz (1939 
V. Rohzucker Weidenbusch (1938). Pilzstamm 20. 
Die Kurven stellen die Mittelwerte der Titrationen von 3 Parallelversuchen fiir 100 cem Nahrlésung 
ausgedriickt in com n/10 KOH, dar. 


einander wirksam sein diirften. Die Riiben enthalten je nach dem Boden 
ja auch je nach den klimatischen Bedingungen wahrend ihres Wachstums. 
wechselnde Mengen an verschiedenen Mineralbestandteilen. Dieselben 


1 K. Bernhauer u. A. Iglauer, diese Zeitschr. 287, 164, 1936. 
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werden, wenn auch nur zum allerkleinsten Teil (betragt doch der Asche- 
vehalt maximal 0,1 %), dem Zucker anhaften und so in die Garlésungen 
velangen. Die Citronensiuregarung wird aber oft schon durch Spuren 
mancher Elemente beeinfluBt. Der zweite Faktor liegt in der meist 
durehgefiihrten Bliuung des Zuckers, die entweder mit Ultramarin 
oder mit Indanthrenblau vorgenommen wird. Dieselbe hat den Zweck, 
einen geringen gelblichen Stich des Zuckers zu verdecken. Auch diese 
Substanzen kénnen auf die Saurebildung eine gewisse Wirkung ausiiben. 

Bei der Verwendung von Rohzucker zur Citronensiuregarung, 


dem neben 1,0 bis 1.2°% an anderen organischen Stoffen noch 0,8 


bis 1,0°0 Aschebestandteile anhaften, ist natiirlich die Beeinflussung 
des Prozesses durch diese Fremdstoffe noch wesentlich gréBer als bei 
Verwendung von Reinzucker. Im Kurvenbild 1 ist der Sauerungs 





°l, Cifronensaure des angewandten Zuckers 
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Abb. 2. Citronensiiurebildung aus Rohzucker. 17,5°, Rohzucker (Schoeller 1937) (Kurven 1) bzw. 
17,5 % Reinzucker (Schoeller 1937) (Kurven 1). Verwendung folgender Nihrsalzgemische: a) n. NS 
b) n. NS. und 0,77% MgCl». ce) 0,64% Mg (NOg)o, 0.1% KH. PO,4, 0,025° MgSO,. Stamm 20. 
0,001 n an HC! 


verlauf auf verschiedenen Kristallzuckersorten bei Verwendung des 
Aspergillus niger-Stammes 20 wiedergegeben. (Andere Stamme ver- 
halten sich etwas abweichend.) 

Besonders auffallend waren die Ergebnisse mit einem anderen 
Rohzucker der Zuckerfabrik Schoeller, Tschakowitz, Kampagne 1937. 
Wahrend Reinzucker derselben Herkunft, besonders ohne gréBeren 
Mg-Zusatz (Abb. 2, Kurve 1), mit Aspergillus niger-Stamm 20 nur 
geringe Saéuremengen ergab, war die Garung auf demselben Nahr- 


1 F. Strohmer. Osterr. Zeitschr. Zuckerind. u. Landw. 82, 548, 1903. 
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boden, jedoch unter Verwendung von Rohzucker, auBberordentlic), 
stimuliert (Abb.2, Kurve 1). Die Saurebildung war nicht nur }y 
schleunigt, sondern auch auf das Vierfache erhéht. Abb. 3 zeigt 
dieselben Zuckersorten, die Garung wurde jedoch mit Stamm 25 
durchgefiihrt. Man kann in diesem Falle wohl auch eine Beschleuniguny 
des Garverlaufs feststellen, die Menge der gebildeten Saure ist jedoch 
gleich bzw. sogar geringer als bei Verwendung von Reinzucker (Kurven | « 
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Abb. 3. Wie Abb. 2, jedoch Stamm 25. 


Das Vorhandensein eines Stoffes im Rohzucker, welcher die Citronen- 
siuregirung beschleunigt, lie’ es wiinschenswert erscheinen, eine 
Reihe von Versuchen anzustellen, um verschiedene Faktoren der Garung 
an diesem Zucker aufzukliren. Wie jedoch schon aus den oben- 
erwahnten Versuchen mit den Aspergillus niger-Stémmen 20 und 25 
hervorgeht, diirfen Ergebnisse, die nur an einem Pilzstamm gewonnen 
wurden, keinesfalls verallgemeinert werden. Die im nachfolgenden 
angefiihrten Befunde gelten daher streng genommen nur fiir den ver- 
wendeten Stamm 20. Es ist jedoch nicht immer méglich, die Unter- 
suchungen mit einer gréBeren Serie von Pilzstammen durchzufiihren, 
besonders dann nicht, wenn eine ganze Reihe von Faktoren geklart 
werden soll. 

a) Einflu8 der Konzentration. 


Die starke Stimulation der Saéurebildung bei Verwendung von Roh 


zucker hat zur Folge, daB dieser ProzeB in verhaltnismaBig kurzer 


Zeit beendet ist. Es konnte nun mit ziemlicher Sicherheit angenommen 
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werden, daB auch héhere Zuckerkonzentrationen durch den Pilz rasch 
in Citronensiure umgewandelt wiirden. So zeigte sich auch in der Tat, 
daB erst bei 25° Zucker eine deutliche Hemmung der Saurebildung 
eintritt; bei 20°, Zucker wird das Maximum nach 15 Tagen erreicht 
(Abb. 4). Setzt man dem Nahrboden MgCl, zu, das gema8 friiheren 
Untersuchungen! oft den Garverlauf beschleunigt, so wird die Ausbeute 
an Citronensaure in diesem Falle wesentlich verringert (Abb. 5). Stets 
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Abb. 4. Einflu8B der Zuckerkonzen- Abb. 5. Wie Abb. 4, jedoch mit 
tration auf den Giirverlauf. 15, 17,5, 0,77% MgCl,. Stamm 20. 


20 und 25% Rohzucker (Schoeller 1937) 
mitn. NS.0,00lnanHCl. Stamm 20 


wurde 25°ige Zuckerlésung deutlich schlechter verarbeitet. Mit 


Stamm 25 wurden ahnliche Ergebnisse erhalten, jedoch lagen die 
Siuremaxima betrachtlich niedriger. 


b) Einflu8 des »,-Wertes der Naihrlésung. 


Im Rohzucker sind noch betrachtliche Mengen organischer Stoffe, 
die eventuell eine meBbare Pufferung des Nahrbodens bewirken kénnen. 
Um die fiir die Citronensaurebildung optimale Wasserstoffionenkonzen- 
tration einzustellen, miiBte man wesentlich starkere Siuren zusetzen, 
als dies bei der Verwendung von Reinzucker iiblich ist. Es wurden 
auch in der Tat bei einem py von etwa 2,6 bis 3 unter Verwendung von 
HCl die besten Ergebnisse erzielt (vgl. Abb. 6, 7, 8). 

Sauert man Lésungen einer Rohzuckersorte, die unter gew6hnlichen 
Verhaltnissen ('/,), normal an HCl) eine nur geringe Anhaufung von 
Citronensaure ergibt, starker mit Mineralséuren an (z. B. so, daB die 


1 K. Bernhauer, A. Iglauer, H. Knobloch u. O. Zippelius, diese Zeitschr. 
303, 300, 1940. 
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Lésung */ ;)) normal und starker an HClist, paetwa 1,2), so wird die Saur 

bildung beachtlich erhéht (Abb. 9). Die Wirkung des Zusatzes gréBere: 
Mengen von Mineralsiuren kénnte darauf beruhen, daB dieselben das 
Wachstum und damit die Atmungsprozesse hemmen und so eine starker 
Verbrennung des Zuckers zu CQ, verhindern, wobei es dann zur An 
haufung von Zwischenprodukten des Atmungsprozesses, z. B. yor 
Citronensaure kommt. 
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Abb. 8. Wie Abb. 6, jedoch Abb. 9. Wie Abb. 6, jedoch 15% Roh- 
0,001, 0,01 und 0,02 n an H, PO,. zucker (Schoeller 1939) mit n. NS. 


Stamm 20. 0,06, 0,07, 0,08, 0,09 und 
0,1 nan HCl. Bei Versuchen, die 0,11 n 
an HCl waren, fand kein Wachstum statt. 


¢) Der Einflu8 der N-Quelle und des Gehalts an Nihrsalzen. 

Die Bedeutung der N-Quelle bei der Citronensaéurebildung wurde 
bereits in einer friiheren Arbeit behandelt!). Da im Rohzucker noch 
geringe N-Mengen (aus der anhaftenden Melasse stammend) enthalten 
sind und auch eine Reihe anderer Faktoren vielleicht dahin wirken 
konnte, daB die an Reinzucker gewonnenen Erfahrungen nicht ohne 
weiteres auf Rohzucker iibertragen werden kénnen, wurden nebe1 


‘ K. Bernhauer u. A. Talauer, diese Zeitschr. 287, 1538, 1936. 
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ure NH,NO, auch NH,Cl und (NH,)oSO, auf ihre Verwertbarkeit als 
Bere N-Quelle gepriift. Wie aus Abb. 10 ersichtlich ist, werden nur_ bei 
n das Verwendung von NH,NO, gute Ausbeuten an Citronensaure erhalten. 
rker Zusatz von MgCl, verringert die Siuremenge: nur auf NH,Cl-haltigem 
r An Nahrboden findet eine Erhéhung derselben statt. 
_— 
2000 in 685 
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1800 [7 , s 
Abb. 10. EinfluB der N- Quelle. 
: 1600} 548 17,5% Rohzucker (Schoeller 1937) 
S a) n. NS. b)0,27°% NH,CI; 
an: 1400 479 0,1% KH.PO,; 0,025% MgSO,. 
= c) 0,33 % (N Hy). 804; 
: le 7200 447 0,1% KHoPO,; 0,025% MgSO, 


Dieselben Versuche wurden auch unter 
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Bei einer Herabsetzung der NH,NO,-Menge auf die Halfte sinkt 
die Citronensdureausbeute um etwa ein Drittel: entzieht man dem 
Pilz die anderen Nahrsalze (auBer NH,NO,), wird der Saurebildungs - 























8 prozeB vollkommen gestért (Abb. 11). 
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Abb. 11. Einflu® der Salzkonzentration. 17,5°, Rohzucker (Schoeller 1937). a) n. NS. b) 0.1% 
NH,NO3;0,1% KHoPO,: 0,025 % Mg SO,g.¢) 0.2% NH,NO, ohne weitere Salze. 0,01 nan HCI. 
Stamm 12 
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d) Misehversuche von Rohzucker mit anderen (-Quellen. 


Die Stimulation der Citronenséiuregirung durch die im Rohzucke 
enthaltenen Stoffe lie’ auch die Frage entstehen, ob es nicht méglich 
ware, durch Mischen von Rohzucker mit anderen fiir die Citronensiur 
bildung weniger geeigneten Kohlenhydraten, die Garung auf diesen 
Stoffen zu beschleunigen und die Séureausbeuten zu vergréBern. Dic 
meisten von uns untersuchten Sorten von technischer Glucose erwiesen 
sich fiir die Citronensiuregirung so gut wie ungeeignet. Versuche 
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Abb. 12. Mischversuche mit Rohzucker und technischer Glucose. Der Zuckergehalt wurde so ci: 

gestellt, daB er 17,5% betrug. Die verwendete Glucose war ein technisches Produkt und wies eine: 

Gehalt von 75% Reinglucose auf. 1. 18,4° Rohzucker, n. NS. und 0,385 °% MgCl; 2. 17,3 % Roh- 

zucker und 1,33% technische Glucose, n. NS. und 0,385% MgCly; 3. 23,3% technische Glucose 
n, NS. und 0,885 % MgCl». Alle Versuche 0,01 n an HCI. Pilzstamm 20. 


durch Mischen von technischer Glucose mit Rohzucker einen fiir die 
Saurebildung giinstigeren Nahrboden zu schaffen, fiihrten jedoch 
nicht zum Ziel (Abb. 12). Selbst durch einen geringen Zusatz von 
technischer Glucose zum Rohzucker wurde die Citronensdurebildung 
auBerst stark herabgesetzt. Die hemmenden Stoffe, die in der ver 
wendeten technischen Glucose enthalten sind, unterdriicken demnach 
schon in geringen Konzentrationen die Entstehung gréRerer Séiure 
mengen. 


Versuche, durch Mischen von Reinzucker und Melasse einen ,,kiinst 
lichen‘‘ Rohzucker herzustellen, schlugen fehl. Die Beschleunigung 
’ to) 
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der Saurebildung durch Zusatz von Melasse zu Reinzucker war im Ver- 
haltnis zu der auf Rohzucker beobachteten geringfiigig (Abb. 13). 
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Abb. 13. Mischversuche von Rein- und Rohzucker und Melasse. Rohzucker (Schoeller 1937), Rein- 

zucker (Schoeller 1937), Melasse (Schoeller 1937). n. NS. 1. 17,5°% Reinzucker; 2. 17% Reinzucker, 

1% Melasse; 3. 9,5°% Reinzucker, 16% Melasse (ohne Nahrsalze); 4. 18,4°% Rohzucker;_5. 8,75 % 
Reinzucker, 9,2°% Rohzucker. Alle Versuche 0,001 n an HCl. Stamm 20. 


e) Versuch zur Klirung der Natur des stimulierenden Stoffes. 


Es entstand im Verlauf der Untersuchungen die Frage, ob es sich 
bei dem stimulierenden Faktor um einen Wirkstoff organischer Natur, 
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Abb. 14. Versuch iiber die Natur des stimulierenden Stoffes. 17,5°% Rohzucker (Sehoeller 1937) 

(Kurve 1) bzw. Reinzucker derselben Herkunft (Kurve 2). Rohzucker wurde in einem Tiegel vor- 

sichtig verkohlt und ie Kohle etwa 2 bis 3 Stunden gegliiht. Der Glihriickstand (aus der 17,5 % 

entsprechenden Menge Rohzuckers) wurde einem Versuch mit Reinzucker zugesetzt (Kurve 3). 
0,01n an HCl. Stamm 12. 
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oder ob es sich um den EinfluB von anorganischen Salzen handelt. [si 
das letztere der Fall, dann mu bei einer Verkohlung des Rohzuckers 
der wirksame Stoff erhalten bleiben und der Gliihriickstand muB al. 
Zusatz bei Versuchen ‘auf Reinzucker die Citronensdiuregarung be 
schleunigen. Es konnte auf diese Weise auch tatsichlich eine betracht 
liche Stimulierung des Saurebildungsprozesses festgestellt werden 
(Abb. 14). Das dabei wirksame Prinzip scheint also anorganischer 
Natur zu sein. Doch wird es auch noch einer Klarung bediirfen. welche 
Kinflu8 Zuckerkohle auf den Verlauf der Saurebildung hat. 


Versuchsdurchfiihrung. 

Die Methodik war die gleiche, wie sie auch in friiheren Arbeiten be- 
schrieben worden ist. Die Pilze wurden in 300-cem-Palex-Erlenmeyer 
Kolben auf 100 cem Nahrlésung zur Entwicklung gebracht. 

Das Alter der Impfkultur schwankte zwischen 4 und 6 Tagen, in zwei 
Fallen betrug es auch 30 Tage. Wie friihere Untersuchungen gezeigt haben, 
besteht kein Einflu8 des Sporenalters auf die Saurebildung. Die Lésungen 
wurden nach der Sterilisation auf einen Gehalt von n/100 oder n/1000 an 
HCl gebracht. 

Vom 7. Tage an wurden an jedem 2. Tage 2ccem der Garlésung ent 
nommen und mit n/10 KOH gegen Phenolphthalein titriert. 


Zusammenfassung. 


1. Verschiedene Riibenzuckersorten werden durch einen Aspergillus 
niger-Stamm mit verschiedener Schnelligkeit und in wechselnden Aus- 
beuten zu Citronensaéure vergoren. 

2. Bei Verwendung eines bestimmten Rohzuckers zeigte sich eine 
deutliche Stimulierung der Saurebildung durch Aspergillus niger 20. 

3. Der Aspergillus niger-Stamm 25 verhielt sich in bezug auf die 
Garungsbeschleunigung ahnlich dem Stamm 20; die Ausbeuten an 
Citronenséure waren jedoch geringer. 

4. Die héchste Zuckerkonzentration, die noch gut vergoren wurde 
und bei der noch keine Hemmung des Garungsverlaufs stattfand, war 
22,5 %. 
5. Die Saurebildung verlauft am besten, wenn die urspriingliche 
Nihrlésung !/j5) bis ?/;99 normal an Salzsaure ist. 

6. Bei manchen Rohzuckersorten werden héhere Citronensaure- 
ausbeuten dadurch erhalten, daB man der Nahrlésung noch gréfere 
Mengen einer Mineralsaéure zusetzt. 

7. Es wurde wahrscheinlich gemacht, daB der die Citronensaure- 
garung stimulierende Stoff im Rohzucker anorganischer Natur ist. 
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Uber die Verteilung 
der titrimetrisch bestimmbaren Ascorbinsiiure 
und Dehydroascorbinsiiure in der Kartotfelknolle. 
Von 
Waldemar Kréner und Wilhelm Volksen. 


(Aus dem Forschungsinstitut fiir Starkefabrikation, Berlin.) 
(Eingegangen am 21. Dezember 1940.) 


Mit 1 Abbildung im Text. 


In einer friiheren Arbeit (1) haben wir etwa gleichzeitig mit Paech (2) 
und unabhangig von ihm nachgewiesen, da} die Ascorbinsaure ungleich- 
maBig in der Kartoffelknolle verteilt ist. Wir hatten gefunden, daB 
das Mark mehr Ascorbinséure enthalt als die Randpartien, die Krone 
meist mehr als der Nabel. Keinesfalls ist im Durchschnitt eine An- 
reicherung unter der Schale vorhanden. Wir hatten auch schon darauf 
hingewiesen, daB die Verteilung der Ascorbinséure itiber die Knolle 
etwa gleichsinnig mit der der Starke ist. 

Unsere Befunde tiber den verschiedenen Gehalt von Mark und Rand- 
partien an Ascorbinsaure sind in jiingster Zeit von J. Wolf (3) bestatigt 
worden; jedoch teilt Wolf auf Grund seiner orientierenden Versuche 
an den Kartoffelsorten ,,Erdgold‘: und ,,Ackersegen‘‘ mit, daB sich 
bei Mitbestimmung der Dehydroascorbinséure fiir das Gesamt- 
Vitamin C ein anderes Verteilungsbild ergibt: das Schalengewebe ist 
um 8 bis 46° reicher an Gesamt-Vitamin C als der Kern der Knolle. 

Diese Angaben von Wolf erschienen uns, die wir seit Jahren mit 
Vitamin C-Untersuchungen an der Kartoffel beschaftigt sind, in mehr- 
facher Hinsicht auffallig und wichtig. Viele der bisherigen Untersucher 
teilen iibereinstimmend mit, daB in der Gesamtknolle der relative 
Anteil der Dehydroascorbinsiure am Gesamt-Vitamin C in der Regel 
etwa bis zu 20°, ausmacht. Wacholder (4) gibt an, daB er nur ganz 
ausnahmsweise tiber 10° liegt, betont aber, daB er in alten Kartoffeln 
auf 10 bis 20°, in selteneren Fallen auf 30 bis 40°, 
Scheunert (5) findet 10 bis 20°. Dehydroascorbinsiure-Anteil am 
Gesamt-Vitamin C, berichtet aber, dai dieser Anteil nach Gefrieren 
und Wiederauftauen der Kartoffeln unter gleichzeitigem Verlust an 


ansteigt. Auch 


Gesamt-Vitamin C stark ansteigt. Wir selbst fanden in zahlreichen, 
z.T. noch unver6ffentlichten Versuchen, wie auch in dieser Arbeit, 
selten Werte iiber 20°, Dehydroascorbinsaure-Anteil. Danach ist die 
relative Menge an Dehydroascorbinsaéure im allgemeinen so konstant, 
daB man Anderungen im Gesamt-Vitamin C-Gehalt der Einfachheit 
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halber in vielen Fallen den Anderungen im Ascorbinsiéuregehalt gleich, 
setzen darf. Dabei muB allerdings betont werden, da viele Unte: 
sucher die Verteilung des Vitamins iiber die Knolle nicht beriicksicht ic 
haben. 

Die Befunde von Wol/ zeigen nun, daB bei Studien iiber die Loka|; 
sierung des Vitamins C in der Knolle offenbar auch nicht annaherungs 
weise die Ascorbinséure dem Gesamt-Vitamin C parallel gesetzt werden 


darf. Denn bei Mitbestimmung der Dehydroascorbinséure ergibt sich; 


nach Wolf ein ganz anderes Verteilungsschema fiir Vitamin C, als auf 
Grund der Ascorbinséurebestimmungen zu erwarten ist. 

Wir haben uns im Laufe unserer Arbeiten die Ansicht gebildet, 
daB die Verteilung des Vitamins C in der Knolle nicht zufiallig ist, worauf 
wir in spateren Mitteilungen naher einzugehen gedenken. Diese Unter- 
suchungen fiihrten auch uns zur Frage der Verteilung der Dehydro. 
ascorbinsaure: ihre Ergebnisse geben wir im folgenden bekannt. 


Versuchsteil. 

Wir wandten die iibliche Titrationsmethodik an, die wir mehrfach 
erértert haben, und bestimmten die Dehydroascorbinséure nach Be- 
handlung der Extrakte mit Quecksilberacetat und Schwefelwasserstoff 
gemiB den Angaben von Scheunert (5). Es soll ausdriicklich betont 
werden, da8 wir unter ,,Ascorbinséure‘‘ den Reduktionswert der Sub- 
stanz gegentiber 2, 6-Dichlorphenolindophenol und unter ,,Dehydro- 
ascorbinsaure“ die Differenz des Reduktionswertes nach der Schwefel- 
wasserstoffbehandlung zum Ascorbinséiurewert verstehen wollen, ohne 
zur Berechtigung dieser Bezeichnungsweise vorerst Stellung zu nehmen. 
Zur Untersuchung gelangten die Sorten ,,Ackersegen‘, ,,Altgold‘‘, 
, Mittelfrithe‘‘, ,,Sieglinde“, ,,Juli‘‘, die uns liebenswiirdigerweise von 
Herrn Dr. Stelzner vom Hochzuchtsaatgut des Erwin-Baur-Instituts 
fiir Ziichtungsforschung in Miincheberg zur Verfiigung gestellt wurden, 
ferner ,,Parnassia‘‘ vom Berliner Stadtgut Britz und eine undefinierte 
Sorte des Handels. 

Zur Probenahme wurde die gut gesduberte und abgetrocknete 
Kartoffel mit einem Zellhornmesser so zerlegt, daB zunachst eine etwa 
2mm dicke Schicht abgeschaélt wurde, die als ,,Schale‘ bezeichnet 
wird. Eine darauf folgende Lage, ,,Rinde“ genannt, wurde so weit 
abgehoben, da der Kambiumring beriihrt wurde. Aus dem vom 
Kambium umschlossenen Teil der Kartoffel, dem ,,.Kern‘*, wurde eine 
dritte Probe entnommen. Diese Fraktionen verteilten sich im Durch 
schnitt mengenmaBig auf die Knolle wie folgt: 


NNN coo oss FATA 6 6 UN Ree Oo rKh ne 14.9% 
I ecco. pus Games rink os CC ees 38,3 % 
OM So COPE EST IVE ei ce eiiaes 46.4% 
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Falls die gesamte Schalen- oder Rindenmenge fiir eine Einwaage zu 
sroB war, wurden Streifen von der Krone bis zum Nabel heraus- 
veschnitten und verwendet. 

Von jeder der 8 Sorten wurden 5 bis Ll Knollen (jeweils Schale, 
Rinde und Kern) untersucht. 

Die Durchschnittsergebnisse fiir die einzelnen Sorten sind in 
Tabelle I zusammengefaBt. 


lfabelle I. Durchschnittswerte fiir Ascorbinsaure und Gesamt- 
reduktion in verschiedenen Teilen der Kartoffelknolle. 
mg in 100g Material. 





Sorte: Ackersegen Altgold Sieglinde 
Probe aus: Schale Rinde Kern Schale Rinde Kern Schale Rinde Kern 
Ascorbinséure ........ 8,48 11,2111,78 8,3712,00 14,09 6,3611,36 12,81 
Gesamtreduktionswert. 9,11 12,78 13,08 10,79 13,63 17,05 8,8413,96 16,18 


Dehydroascorbinsaure in 
oder Gesamtreduktion | 6,9 2.3 10,0 | 22,4 11,9 (17,3 || 28,1 18,6 | 20,8 





Sorte: Mittelfriihe Parnassia Sorte aus dem Hande] 


Probe aus: ‘Schale. Rinde ‘Kern ‘Schale Rinde Kern Schale Rinde Kern 
Ascorbinséure ........ 14,13 18,12 21,23, 14,41 18,1419,70 6,53 9,65, 12,98 
Gesamtreduktionswert . 17,92 22,73 23,94 15,21 20,16 21,63 9,16 10,83 13,56 


Dehydroascorbinsaure in 
% der Gesamtreduktion 21,1 20,3 |11,3 5,3 |10,0 | 9,0 | 28,7 | 10,§ 4,3 


Die Werte bestatigen zundchst unsere alten Befunde, nach denen 
in den auf8eren Teilen im Durchschnitt weniger Ascorbinséure vor- 
handen ist als in den inneren. Aber auch die Verteilung des Gesamt- 
Vitamins C ergibt grundsatzlich — im Gegensatz zu den Befunden 
Wolfs — das gleiche Bild. Die Reihenfolge des Gehalts an Vitamin C 
ist: Schale < Rinde < Kern, d.h. in den AuSenpartien ist ein Uber- 
wiegen des Gesamt-Vitamins C gegeniiber den inneren Teilen nicht 
festzustellen. Man erkennt aus Tabelle I deutlich, daB sowohl bei den 
Durchschnitten der -Ascorbinséure als der Gesamt-Reduktionswerte 
der Sprung von Schale zu Rinde wesentlich gréBer ist als von Rinde 
zu Kern. Im Durchschnitt aller Sorten ist die prozentuale Erhéhung 
des Gesamt-Reduktionswertes von Schale zu Rinde = 33,7°,, von 


0 
Rinde zu Kern = 13,5°%, bei der Ascorbinsdure 42.7% bzw. 

15,9°. Daraus geht wiederum hervor, dag man auch in diesem 
Falle die Anderungen in den Ascorbinsaiurewerten in groBen Ziigen 
denen fiir das titrierbare Gesamt-Vitamin C gleichsetzen darf. 

Im einzelnen wird nun die Reihenfolge Schale < Rinde < Kern 
nicht immer streng eingehalten. Wir fiihren in Tabelle I] die Einzel- 
werte fiir die undefinierte Handelssorte als Beispiel auf. Danach 
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kommen Werte vor, bei denen in der Schale mehr Gesamt-Vitamin ( 
enthalten ist als in Rinde und Kern (Versuch Nr. 3), oder solche, be 
der Schale und Kern mehr enthalten als die Rinde (Versuch Nr, | 
8, 10). Wir beobachteten auch, daB bei Hochzuchtsaatgut fast kein 
Abweichungen von der Regel festzustellen waren, wahrend ,,Parnassix 
und die Sorte des Handels starke Schwankungen aufwiesen. 


Tabelle Ll. Werte fiir Ascorbinsaure und Gesamtreduktion in v« 
schiedenen Teilen der Kartoffelknolle. Sorte aus dem Hand: 
mg in 100g Material. 





Gesamtreduktionswerte Ascorbinséure 

Nr. - - 
Schale Rinde Kern Schale Linde Kern 
l 13,43 11,01 13,58 6,90 11,11 12,16 
2 7,83 9,86 10,68 7,22 10,16 11,20 
3 10,07 9,82 9,76 8,15 9,07 8,96 
4 7,78 13,69 18,75 4,70 10,14 15,84 
5 5,87 13,73 14,95 6,58 10,97 12,94 
6 7,09 9,97 12,29 5,75 8,13 11,33 
7 8,50 9,83 12,70 7,79 9,01 12,05 
8 8,89 7,89 11,92 6,52 7,42 10,04 
9 10,36 10,52 13,98 5,94 9,45 11,26 
10 9,95 9,49 13,49 4,82 7,93 12,10 
11 10,97 13,33 17,07 7,43 12,05 14,92 
9,16 10,83 13,56 6,53 9,65 12,98 


Aus Tabelle | geht weiterhin hervor, daB der Dehydroascorbin 
saureanteil im Durchschnitt aller Sorten und Proben 14,9° betrigt. 
Er iibersteigt im einzelnen selten 20°% und erreicht maximal in de! 
Schale der Handelssorte 28,7°%; doch ist ganz eindeutig ein Gang in 
den relativen Dehydroascorbinsaurewerten festzustellen: sie steigen 
im Durchschnitt in der Richtung von Kern iiber Rinde zur Schale von 
12.1% auf 14,0% bis 18.3%. Diese Reihenfolge ist fiir die einzelnen 
Sorten auch im Durchschnitt nicht immer aufrechterhalten. 

Nimmt man nun eine Zerlegung der Kartoffel entsprechend de: 
Schalung in den Trockenscheibenfabriken vor, indem man 30 bis 35° 
von der Knolle herunterschneidet und untersucht diese beiden Frak 
tionen auf ihren Vitamin C-Gehalt, so ergibt sich auch bei Mit 
bestimmung der Dehydroascorbinsaure, da die auBeren Schichten 
weniger Vitamin C enthalten als die inneren, wie wir das nochmals 
an einigen Knollen der Sorten ,,Juli‘, ,,Sieglinde**, .,Mittelfriihe’ 
(Tabelle ITI) nachwiesen. 

Auch hier ist ein Anstieg der relativen Dehydroascorbinsauremenge 
von innen nach auBen festzustellen. 

Wir haben das Bild von der Verteilung des Gesamt-Vitamins ( 
in der Knolle noch durch folgende Versuche vervollstandigt. Die 
Kartoffel enthalt im Zentrum einen wasserigen Kern, der je nach 
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fabelle LI[. Die Verteilung der Ascorbinsaure und der Gesamt 
eduktion in ,,Schale“ und Kern der Kartoffel bei fabrikmabiger 
Schalung. 


mg in 100g Material. 





Gesamtreduktionswerte Ascor binsdiure 
Sorte 

Schale Kern Schale Kern 
8,28 10,80 7,38 10.48 
juli | 13,99 13.94 10,76 11,20 
I Re rlas5, Sree aaah ik ek cae | 12.78 15.16 9.59 11.10 
12,81 15,34 10,00 11,78 
CE TE ee ee 16,63 17,22 12,84 13,20 
eglinde | 13,37 15,87 9,9] 13,25 
Ge OSS idien s wavs ta am ioaie watts 13.29 14.44 10.53 11.27 
Durchschnitt 13,0 14,7 10,1 11,8 

Dehydroascorbinsaéure in °% der Ge- 

SOPARPOGURUOR: . oc oo cc cc cclew nes 22.3 19,7 


GréBe der Knolle und nach Sorte verschieden groB sein kann und meist 
unregelmaBig sternfoérmig ausgebildet ist. Dieser Teil enthalt weniger 
Starke und, wie wir in unserer ersten Arbeit (1) wahrscheinlich machten, 
auch weniger Ascorbinséure. Das Herauspraparieren dieses Teiles 
ist schwierig, weil man ihn kaum frei von den angrenzenden Teilen 
des Fleisches bekommen kann. Wir sind daher so verfahren, daB wir 
aus mehreren Knollen einerseits die unmittelbar am Gefaibiindelring 
nach innen zu gelegenen Schichten und andererseits Teile der wasserigen 
Zone entnahmen, die mit groBer Sicherheit frei vom umgebenden 
Gewebe waren. Die Verteilung von Ascorbinséiure und Dehydroascorbin- 
siure geht aus Tabelle [V hervor. 

Danach ist der wiisserige Kern airmer an Gesamt-Vitamin C und 
auch an Ascorbinsaure als die umgebenden Schichten, wie er auch armer 
an Starke ist. Die relativen Werte fiir Dehydroascorbinsaure liegen 
auch hier durchaus in den iiblichen Grenzen. 


Tabelle TV. Werte fiir Ascorbinsaéure und Gesamtreduktion in der 
Nahe der Kambiumzone der Kartoffel und im wasserigen Kern 
der Knolle. 


mg in 100g Material. 





Gesamtreduktionswert Ascorbinsaure 


Kambiumzone | Wiisseriger Kern Kambiumzone Wiasseriger Kern 


14,84 11,57 13,43 10,00 
13,52 10,16 13,80 9,57 
9,72 12,04 13,15 9,73 
13,83 G2: 11,36 9,56 
13,25 14,12 12,10 12,75 
13,0 11,4 12,8 10,3 











312 W. Kroner u. W. Volksen: 

Auf Grund unserer Arbeiten machen wir uns von der Verteilung we 
der Ascorbinséure und der Dehydroascorbinséiure bzw. des Gesamt se 
Vitamins C folgende Vorstellungen, was an Hand der Abb. 1 erlautert Az 
wird. Die Korkschale, als ,,totes‘‘ wasserarmes Gewebe, das den W 
Schutz der Knolle gegen tibermaBige Wasserverdunstung und gegei Pr 
das Eindringen von Schadlingen aller Art dient, ist frei von Vitamin ( 

In dem nun folgenden Gewebe steigt der Vitamin C-Gehalt rasch a: he 
und erreicht in der Umgebung des Kambiums seine Héchstwerte. Das he 
wisserige Zentrum ist wieder etwas irmer an Vitamin C. Damit finden VC 
: wir das Vitamin C dort in héchster Konzen ne 
tration vor, wo auch andere Stoffe, z. B. Starke V 
) angereichert sind, d.h. an Orten, an denen dic Vv 
mengenmaBig gréBten stofflichen Umsetzungen 
erwartet werden kénnen. pl 
20}mg% Damit haben wir die in unserer ersten ur 
\ Arbeit fiir Ascorbinséiure erhobenen Befunde di 
a bestatigt und die gleichen Verhaltnisse auch 
mg’ fiir Gesamt-Vitamin C bewiesen. Unsere da- Ww 
a malige Behauptung, da8 die Vitamin C-reichsten te 
Teile in die Trockenscheibenfabrikation wan- st 
dern, kénnen wir daher in vollem Umfang 
aufrechterhalten. Damit ist allerdings noch 
b nichts iiber das weitere Schicksal des Vitamins fi 
aneabiaiiies, wahrend der Trocknung ausgesagt. Zu dieser fi 
a = Krone mit Augen, Frage wird sich der eine von uns (Kréner) dem- oe 
b = Nabel. nachst gemeinsam mit H. Lamel auBern. Wir , 
e = Kambium, ‘ a ZN 
d = wisserige Zone. kénnen daher auf Grund unserer Ergebnisse a 
der Ansicht von Wolf iiber die Verteilung des A 
Gesamt-Vitamins C in der Knolle nicht beipflichten. Das Gesamt- a 
Vitamin C ist im groBen und ganzen gleichsinnig wie die Ascorbin- ‘i 
siure iiber die Knolle verteilt. 

Miissen wir nun in unseren Befunden unbedingt einen Widerspruch ss 
zu den Angaben von Wolf erblicken? Wir méchten das verneinen und 
darauf hinweisen, daB beide Arbeiten sich sehr wohl ergiénzen kénnen. 

Da die Kartoffelknolle standigen stofflichen Anderungen unterworfen 
ist, wird bei jeder Untersuchung immer nur der augenblickliche Zustand 
erfaBt. Die Resultate von Wolfkénnen daher mit den unsrigen gar nicht 5 
ohne weiteres verglichen werden. Wolf untersuchte ein anderes Material, T 
von anderer Herkunft und nach bestimmter Lagerzeit und bestimmten 
Lagerbedingungen, waihrend uns frisch geerntete Knollen vorlagen 

Wir glauben daher, daB die Wolfschen Ergebnisse nicht verall 
gemeinert werden diirfen. Dazu reicht schon die Breite seines Materials 

Wolf selbst spricht von orientierenden Versuchen -— nicht aus, 
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: 
worauf der eine von uns (Krdner) schon bei der Tagung der landwirt- 
schaftlichen Gewerbeforschung im Sommer 1940 hingewiesen hat. 
Zudem stehen die Befunde Wolfs auch zu Angaben von Fujita (6) im 
Widerspruch, aus welchen allerdings nicht die Anzahl der untersuchten 
Proben zu entnehmen ist. 

Andererseits diirfen wir selbst nicht auBer acht lassen, daB auch wir 
bei einzelnen Knollen Ergebnisse im Sinne Wolfs erhalten haben, ins- 
besondere aber, daB wir ein Ansteigen des Dehydroascorbinséureanteils 
von innen nach auBen feststellten. Es kann also méglich sein, daB je 
nach dem Zustand der Knolle die eine oder andere Verteilungsart des 
Vitamins C iiberwiegt und daB mehr oder weniger flieBende Ubergange 
vorkommen. 

Nun haben wir wie erwahnt seit langem Arbeiten iiber das 
physiologisch-chemische Geschehen in der Kartoffelknolle im Gange 
und hoffen in absehbarer Zeit einen weiteren Beitrag zur Klarung 
dieser Fragen liefern zu k6énnen. 

Dem Forschungsdienst der Landwirtschaftswissenschaften danken 
wir ergebenst fiir die finanzielle Férderung dieser Arbeit und unserer 
technischen Assistentin, Fraulein Koch, fiir ihre Mithilfe bei den Be- 
stimmungen., 

Zusammenfassung. 


Die vorliegenden Befunde bestatigen die in einer friiheren Arbeit 
fiir die Verteilung von Ascorbinséure gemachten Beobachtungen auch 
fiir den Gesamt-Reduktionswert in der Kartoffel. Danach ist das 
Gesamt-Vitamin C ungleichmaBig in der Kartoffelknolle verteilt, und 
zwar enthalt die Rinde im Durchschnitt von sechs Sorten rund 34°, 
mehr als die Schale, der Kern 13,5°, mehr als die Rinde. Der relative 
Anteil der Dehydroascorbinséure am Gesamt-Reduktionswert steigt 
vom Kern iiber Rinde zur Schale, iibersteigt aber im Durchschnitt 20°, 
nicht. 

Die anderslautenden Angaben von J. Wolf miissen nicht notwendig 
in Widerspruch zu unseren stehen, diirfen aber nicht verallgemeinert 
werden. 


1) W. Kroner u. W. Volksen, Vorratsptlege u. Lebensmittelforsch. 1, 
693, 1938. 2) K. Paech, diese Zeitschr. 298, 307, 1938. 3) J. Wolf, 
ebenda 304, 294, 1940. — 4) K. Wacholder, ebenda 295, 237, 1938. 

5) A. Scheunert u. J. Reschke, ebenda 304, 340, 1940. 6) A. Fujita u. 
T. Ebihara, ebenda 290, 201, 1937. 
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Uber die Sauerstoffaktivierung 
durch feste Grenzflichen. 
Von 
K. Yamafuji, M. Mukae und R. Ryushi. 


(Aus dem Institut fiir Biochemie am Kaiserlichen Institut fiir Zucker- 
forschung in Tainan, Japan.) 


(Bingegangen am 2. Januar 1941.) 


In den friiheren Arbeiten konnten wir nachweisen, da Sauerstoft 
durch ZusammenstoB mit einer festen Oberflache zu einer metastabilen 
Form angeregt wird (1, 2). Bei diesen Versuchen wurde in den meister 
Fallen ein fester K6érper in der Lésung einer oxydierbaren Substanz 
suspendiert und in die Suspension Sauerstoff eingeleitet. Um _ fest 
zustellen, daB dabei die Sauerstoffaktivierung nur durch die Oberflachen- 
reaktion hervorgebracht worden war, muB man noch untersuchen, 
ob durch Einwirkung von vorher iiber feste Oberflichen geleitetem 
Sauerstoff bei oxydierbaren Stoffen eine Beschleunigung der Oxydations. 
vorginge stattfindet. Zu diesem Zwecke ist es auch notwendig, eine 
leicht oxydierbare Substanz, wie Hydrochinon, als Wasserstoffdonator 
zu verwenden. 

Bei einer Reihe in dieser Weise angestellter Versuche haben wir 
gefunden, daB die sauerstoffaktivierende Fahigkeit der festen Grenz- 
flachen mit der Dauer der Einleitung des Sauerstoffs oder der Luft 
allmahlich schwacher wird. Das einmal verlorene Aktivierungsvermégen 
wird durch Uberleiten von Wasserstoff oder Kohlendioxyd iiber feste 
Oberflachen nicht wiederhergestellt. Die sauerstoffaktivierende Wirkung 
von metallischem Eisen sowie von eisenhaltigen biologischen Substanzen. 
wie Hamoglobin, ist bedeutend starker als die von anderen Metallen 
sowie von eisenfreien Stoffen. 


I. 


Die Aktivierung des Sauerstoffs und die Einleitung des aktivierten 
Sauerstoffs in die Lésung der oxydierbaren Substanzen wurden aut 
ahnliche Weise wie bei den Versuchen mit Hamoglobin in der vorher 
gehenden Arbeit (2) ausgefiihrt. Da bekanntlich die Lebensdauer der 
angeregten Molekiile sehr kurz ist und infolgedessen der gréBte Teil 
der aktivierten Sauerstoffmolekiile vor dem ZusammenstoB mit oxydier 
baren Stoffen wieder in eine inaktive Form riickverwandelt oder 
wenigstens in einen niedrigeren Aktivierungszustand {vgl. (2)| um- 
gewandelt wird, war es vorerst notwendig, noch leichter oxydierbare 
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Substanzen als die in den friitheren Untersuchungen (1, 2) benutzten 
Stoffe zu wahlen, um einwandfreie Daten zu erhalten. Zu diesem 
Zwecke wurden Isoamylamin, Benzidin, Toluol, Terpentinél, Lacto- 
flavin usw. verwendet. Wir konnten dabei aber keine befriedigenden 
Werte gewinnen. SchlieBlich haben wir gefunden, daB Hydrochinon 
fiir unsere Versuche geeignet ist. Obwohl bei der Oxydation des Hydro- 
chinons durch molekularen Sauerstoff Wasserstoffperoxyd gebildet 
wird, wird es zum gr6Bten Teile bei den weiteren Oxydationsvorgangen 
in der Lésung verbraucht. Auf den Aktivierungsgrad des Sauerstoffs 
wurde aus der Menge des entstandenen Chinons geschlossen. 


Zur Bestimmung des Chinons wurde die Hydrochinonlésung nach der 
Sauerstoffeinleitung mit 2cem 5n Schwefelséiure angeséiuert und dann 
mit 10cem 2° ,iger Kaliumjodidlésung sowie einigen Tropfen gesattigter 
Molybdansaéurelésung versetzt. Nach 15 Minuten wurde das freigesetzte 
Jod mit n/1000 Thiosulfat unter Zusatz von Starke titriert. In den meisten 
Fallen wurde der vorher aktivierte Sauerstoff in 10 cem 1°,ige Hydrochinon- 
lésung eingeleitet, nach der Oxydation die Lésung in zwei gleiche Teile 
geteilt und gleichzeitig mit der Chinonbestimmung die noch  zuriick- 
gebliebene Hydroperoxydmenge nach der friiher mitgeteilten Methode (3) 
ermittelt. Die Chinonmenge wurde immer in cem n/1000 Thiosulfatlésung 
ausgedriickt. Zunaichst wurde untersucht, ob das sauerstoffaktivierende 
Vermégen der festen Oberflaichen sich mit Ger Einleitungsdauer des Sauer- 
stoffs verindert. Der feste Ké6rper wurde etwa 2c¢m hoch in einen Glas- 
filter eingefiillt vorgeschaltet. Da das Hydrochinon durch nicht angeregten 
Sauerstoff verhaltnismaBig leicht oxydiert wird, muB stets ein Blindversuch 
gleichzeitig durchgefiihrt werden. Dabei ist es auch nétig, die Geschwindig- 
keit der Sauerstoffeinleitung méglichst genau zu regulieren. Der Sauerstoff 
wurde wiederholt je 4 Stunden eingeleitet. Die Zahlen in den Tabellen 
bedeuten cem Thiosulfat, die durch Subtrahieren des beim Blindversuch 
gefundenen Thiosulfatverbrauchs von dem beim Hauptversuch ermittelten 
Wert erhalten wurden. Die Versuchstemperatur war stets 37°. 


Tabelle I. 





Gesamtdauer der Chinonmenge in ccm n/1000 Thiosulfat 
Versuch Sauerstoffeinleitung §——-——— — — 
in Std. Blutkohle Zinkoxyd Talk 
1 4 11,4 7,6 5,6 
2 8 6,4 3,8 2,2 
3 12 0 0 0 


Aus Tabelle | geht hervor, daB die Sauerstoffaktivierungsfahigkeit 
der als Katalysatoren benutzten festen Kérper, wie Blutkohle, Zink- 
oxyd und Talk, mit der Beriihrungsdauer der Oberflachen mit Sauer- 
stoff schwacher wird. Wir haben dann einige Versuche angestellt, 
um zu erkennen, ob eine solche Erscheinung auch bei Verwendung 
anderer Substanzen als Katalysatoren sowie Wasserstoffdonatoren 
erfolgt. Bei diesen Versuchen wurde der Sauerstoff in 10 cem 0,2 °dige 


21* 
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Fructoselésung eingeleitet und das entstandene Wasserstoffperox vc 
in der friiher beschriebenen Weise (3) bestimmt. 


Tabelle II. 





Gesamtdauer der Hydroperoxyd in mg 
Versuch Sauerstoffeinleitung §=———— ake ae oe - 
in Std. Knochenkohle Quarzsand Hiimoglobin 
1 4 0,0041 0,0014 0,0060 
2 8 0,0034 0,0007 0,0052 
3 12 0,0023 0,0004 0,0017 
4 16 0 0 0 


Wie aus Tabelle II ersichtlich ist, wurde auch bei den Oxydations 
versuchen mit Knochenkohle, Quarzsand, Hamoglobin und Fructose 
eine Erniedrigung der sauerstoffaktivierenden Kraft beobachtet. Dic 
zu den Sauerstoffaktivierungsversuchen dieser Art benutzte Fructose 
muB von leicht oxydierbaren Verunreinigungen, welche oft in Handels 
praparaten enthalten sind, frei sein. Wenn geeignete Fructosepraparate 
gewaihlt wurden, so findet eine Wasserstoffperoxydbildung nur _ bei 
der Einleitung des aktivierten Sauerstoffs statt. Ferner wurden nach 
den Angaben der vorigen Arbeit (4) hergestellte biologische Praparate 
als Katalysatoren verwandt. Dabei wurde anstatt Sauerstoff Luft 
eingeleitet (Tabelle ITI). 

Tabelle III. 





- < Frosch- Hennen- Hennen- Zucker- 
Katalysator : muskel muskel eierstock | rohrstenge! 
Chinonmenge in cem n/1000 Tiosulfat 37,2 0 0 0 


Bei den Versuchen mit Hennenmuskel, Eierstock und Zuckerrohr-. 
stengel wurde keine Beschleunigung der Hydrochinonoxydation beob- 
achtet. Dies beruht wahrscheinlich darauf, daB die  sauerstoff. 
aktivierende Wirkung dieser Stoffe sehr schwach ist. Unter Einwirkung 
von schwachen Katalysatoren entstehen vermutlich hauptséachlich 
Sauerstoffmolekiile von niedrigem Anregungszustand, welche vor dem 
ZusammenstoB mit den Molekiilen der Wasserstoffdonatoren véllig 
inaktiviert werden [vgl. (2)]. Wenn der Abstand des Sauerstoffaktivators 
von den Molekiilen der oxydierbaren Substanz kurz ist, so findet selbst 
unter katalytischer Wirkung fester Kérper von schwachem Aktivierungs 
vermégen eine deutliche Oxydationsbeschleunigung statt (vgl. Ta 
belle VII). Bemerkenswert ist der Befund, daB der Sauerstoff durch 
Beriihrung mit der Oberfliche von Froschmuskeltrockenpulver sehr 
stark angeregt wird. Es wurde zunachst angenommen, daB dieses 
Muskelpaparat irgendwelche fliichtigen Stoffe, die aus Kaliumjodi( 
Jod freisetzen, enthalt. Wir haben daher das Praparat nochmals mehrer: 
Stunden bei 60° getrocknet und dann als Katalvsator verwendet 
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Dabei erfolgte ebenfalls eine starke Sauerstoffaktivierung. Ferner 
wurde Luft durch die Muskelpulverschicht in Wasser eingeleitet und 
nach 4 Stunden gepriift, ob in diesem Wasser aus Kaliumjodid Jod 
frei machende Substanzen vorhanden sind. Es ergab sich, daB das 
Wasser keine erkennbare Menge solcher Substanzen enthalt. Wir haben 
schlieBlich ein zweites ahnliches Trockenpraiparat aus Froschmuskel 
bereitet und gefunden, daf auch dieses neue Muskelpriaparat eine 
kraftige sauerstoffaktivierende Fahigkeit besitzt. 


I. 


Vom biologischen Standpunkt aus ist es von Interesse zu unter- 
suchen, ob eine Grenzflache, welche ihre sauerstoffaktivierende Wirkung 
vollkommen verloren hat, auf irgendeine Weise in eine aktive Form 
riickverwandelt werden kann. Zu diesem Zwecke wurde zuerst iiber 
die Oberfliche von Metallpulver, das durch langdauernde Lufteinleitung 
das Sauerstoffaktivierungsvermégen verloren hatte, Wasserstoff iiber- 
geleitet (Tabelle IV). 

Tabelle IV. 





Gesamtdauer Chinonmenge in ccm n/1000 Thiosulfat 
Versuch der Lufteinleitung SUEnEREnEnE HERON amemenrae 
in Std. Eisen I* Zink Magnesium 

1 4 26,8 1,2 0 

2 8 0 0 0 

: 12 0 0 0 

Erste Wasserstoffeinleitung (5'), Stunden) 
16 0 0 0 
5 20 0 0) 0 


Zweite Wasserstoffeinleitung (4!/, Stunden) 
7 28 0 0 0 


* Eisen [ und Il sind verschiedene Handelspraparate. 


Die Lufteinleitung wurde im ganzen zehnmal wiederholt. Diese 
Versuche ergaben, daB inaktiv gewordene feste Oberflichen durch 
molekularen Wasserstoff nicht wieder zu einem aktiven Zustand an- 
geregt werden kénnen. Weiterhin wurden ahnliche Versuche mit Eisen I] 


Tabelle V. 





Gesamtdauer Chinonmenge in cem n/1000 Thiosulfat 
Versuch der Lufteinleitung = ~ 
in Std. Eisen I Eisen II Zink 
1 4 27,6 21,7 2,2 
4 16 0 0 0 
Erste Kohlendioxydeinleitung (5 Stunden) 
5 20 0 0 0 


Zweite Kohlendioxydeinleitung (5 Stunden) 
7 28 0 0 0) 
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und Aluminium ausgefiihrt, die das gleiche Resultat ergaben. Wir 
haben dann den EinfluB von Kohlendioxyd auf die Fahigkeit zu 
Aktivierung unwirksam gewordener fester Grenzflachen untersucht 

Tabelle V zeigt, daB das einmal verlorene sauerstoffanregende 
Vermégen der festen Kérper durch Uberleiten von Kohlendioxyd nicht 
wiederhergestellt werden kann. In der vorhergehenden Abhandlung 
wurde berichtet, daB unter der katalytischen Wirkung von Hamoglobin 
der Sauerstoff zu einem aktiven Molekularzustand angeregt wird. 
Dabei wurde Fructose als oxydierbarer Stoff verwandt. Da Hamo- 
globin eine biologisch hochwichtige Substanz ist, haben wir ebenfalls 
Versuche mit Hydrochinon durchgefiihrt. Der Wasserstoff und das 
Kohlendioxyd wurden wie bei den Versuchen in Tabellen IV und V 
in einer Geschwindigkeit von 5 bis 7 Blasen pro Sekunde eingeleitet 
Die Luft wurde mehrmals je 2 Stunden eingeleitet (Tabelle V1). 


Tabelle VI. 





es Gesamtdauer Chinonmenge Wis, Gesamtdauer Chinonmenge 
bins | der Lufteinleitung in cem 1/1000 such der Lufteinleitung = in cem n/1000 
’ |} in Std. Thiosulfat " in Std. Thiosulfat 
1 2 34,9 5 stiindige Wasserstoffeinleitung 
2 q 18,5 5 10 0 
é 1,6 ee , ; ee 
3 6 0 : 7 stiindige Kohlendioxydeinleitung 
. . 7 4 0 





Unter den bisher untersuchten festen Kérpern ist das Hamoglobin 
der starkste Sauerstoffaktivator. Auch die Aktivierungsfahigkeit des 
Hamoglobins wird durch Beriihrung mit Sauerstoff erniedrigt und kann 
dann durch Wasserstoff oder Kohlendioxyd nicht wieder erhéht werden. 
Wie oben erwahnt, findet bei der Einwirkung von durch schwache 
Katalysatoren angeregtem Sauerstoff auf oxydierbare Substanzen nur 
eine geringe oder keine Oxydationsbeschleunigung statt. In diesem 
Falle sind die meisten oder alle aktivierten Sauerstoffmolekiile schon 
vor der Beriihrung mit den Molekiilen der Wasserstoffdonatoren in der 
Lésung wieder inaktiv geworden. Es besteht die Méglichkeit, daB die 
Oxydationsvorginge besser beférdert werden, wenn der angeregte 
Sauerstoff sofort mit den oxydierbaren Stoffen zusammenst6Bt. Wir 
haben deshalb einige schwache Aktivatoren in einer Hydrochinon- 
lésung suspendiert und 2 Stunden in die Suspension Sauerstoff ein- 
geleitet. Dabei wurde, wie erwartet, eine deutliche Beschleunigung 
der Chinonbildung beobachtet (Tabelle VII). Die in einer Quarzsand- 
suspension erfolgte, verhaltnismaBig geringe Oxydationsbeférderung 
beruht zum Teil darauf, daB dieser Sand schnell auf dem GefaBboden 
sedimentiert und infolgedessen nicht mehr mit den Sauerstoffmolekiilen 
zusammenstoBt. 
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Tabelle VII. 





Katalysator : Zinkoxyd Quarzsand Talk 


Chinonmenge in cem n/1000 Thiosulfat 40,3 3,4 27,8 


Die bei der Hydrochinonoxydation durch molekularen Sauerstoff 
yebildete Wasserstoffperoxydmenge wurde stets bestimmt. In Ta- 
belle VIII sind einige Beispiele wiedergegeben. 


Tabelle VIII. 





Katalysator : Froschmuskel Himoglobin Eisen I Kisen Il 


Hydroperoxyd in mg.. 0,22 0,17 0,15 0,12 


Aus diesen Versuchen kénnen wir schlieBen, daB eine von den 
physiologischen Funktionen der Grenzflachen, wie in einer friiheren 
Mitteilung beschrieben wurde (2), ihr Sauerstoffaktivierungsvermégen 
ist. Um dies einwandfrei festzustellen, ist es nétig, noch eingehendere 
Kenntnisse tiber die aktive Form der festen Oberflachen und auch tiber 
den Mechanismus der Inaktivierung sowie die Méglichkeit der Reakti- 
vierung der Sauerstoffanregungsfaihigkeit zu erhalten: die Unter- 
suchungen sind im Gange. 


Literatur. 


1) K. Yamafuji u. M. Nishioeda, diese Zeitschr. 304, 160, 1940. 
2) K. Yamafuji u. H. Imagawa, ebenda 306, 24, 1940. 3) K. Yamafuji, 
M. Fujii u. M. Nishioeda, ebenda 296, 348, 1938. 4) K. Yamafuji wu. 
K. So, ebenda 305, 354, 1940. 














Uber die Stabilisierung 
von Curarelésungen (Curaril). 
Von 
Peter Marquardt. 


(Aus der Pharmazeutischen Abteilung der Byk-Guldenwerke, Oranienbury 
bei Berlin.) 


(Eingegangen am 12, Dezember 1940.) 


Die therapeutische Verwendung von Curare ist allmahlich imme 
mehr zuriickgegangen ; Grund hierfiir ist die Schwierigkeit der Dosieruny 
und die wechselnde Zusammensetzung der Ausgangsprodukte. An sich 
hat die Curare-Therapie eine alte Geschichte. Der erste {Vella (1)], 
der Tetanus auf die Anregung Claude- Bernards hin mit Curare behandelte, 
sah im Feldzug 1859 eine ganze Anzahl Tetanusfalle im Hospital zu 
Turin und er beobachtete, daB8 durch haufig wiederholte Curaregaben 
auf die Wunde die tetanische Starre beseitigt wurde. 


Direktes Auftragen von Curarelésungen auf die Wunde wird iiberhaupt 
nicht mehr angewandt, trotzdem die Erfolge Vellas mit dieser Methode 
so iiberaus giinstig waren, daB Claude-Bernard in der Pariser Akademie im 
Jahre 1859 enthusiastisch diese Therapie empfahl. Es wird die svmptoma 
tische Besserung hervorgehoben, wahrend spaiter mehr die Zahl der Ge- 
retteten im Verhaltnis zu der Zahl der Verlorenen betrachtet wurde. Auch 
Lyssa wurde mit Curare behandelt (2) (3) (4). 

Experimentell am Tier und am Menschen hat Bergell (5) sich sodann 
mit der Curare-Therapie beschaftigt und er kam zu dem Ergebnis, daB die 
Griinde, die friiher die Verwendung des Curare in der Therapie verhindert 
haben, durch die Schaffung der standardisierten Curarill6sung beseitigt 
seien. — Wissenschaftlich begriindete er die Bedeutung der Curare-Therapie 
duren pathologisch-experimentelle Curareversuche an toxinvergifteten 
Tieren und fand, da® der tetanische Krampfzustand von Tieren voriiber- 
gehend aufzuheben oder wesentlich zu mildern sei; auch bei einem Menschen 
konnten mit Curaril schwere tetanische Krampfe fiir 2 Stunden ohne unange- 
nehme Nebenwirkungen aufgehoben werden. Ein anderer (allerdings leich- 
terer) Fall fiihrte zur Heilung. Er empfahl fiir den Menschen eine Anfangs- 
injektion von 2,4 cem und, falls diese nach einer halben Stunde keine Wirkung 
ausiibte, von */,,cem alle 3 Stunden. Das Praparat ist so standardisiert, 
daB 1ccm 50 Mause entweder tétet oder schwer vergiftet. Es mu noch 
einmal darauf hingewiesen werden, da} der mit Curare zu erzielende Effekt 
immer ein symptomatischer sein wird. Der Verlauf der Intoxikation kann 
dadurch nicht beeinflu8Bt werden, wohl aber kénnen die Krampfe voriiber- 
gehend aufgehoben werden und so kann es méglich erscheinen, die Er- 
stickung infolge Krampfes der Atmungsmuskulatur zu verhiiten. Das 
Fieber z. B. bleibt véllig unbeeinfluBt. 
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Curare wird heute eigentlich nur noch an wissenschaftlichen Instituten 
zu Versuchen benutzt. 


Betrachtet man nun die Haltbarkeit von Lésungen, die entsprechend 
dem Praparat Curaril aus 5 g* Curare und 300 ccm destilliertem Wasser 
1,67 % Curare hergestellt wurden, so zeigen diese durchschnittlich 
schon nach 12 Stunden eine erhebliche Triibung. Es ist daher die Ver- 
wendung von Curare oder von Curarillésung auBerordentlich um- 
stindlich. Vor jedem Gebrauch miissen die Lésungen filtriert werden. 
Es wurde daher versucht, Curarelésungen ohne Ausflockung herzustellen. 
Da in der letzten Zeit die Ascorbinséure sehr haufig zu derartigen 
Stabilisierungen verwendet wurde, wurde der Curarillésung Ascorbin- 
saure zugesetzt (siehe Tabelle I). 


Tabelle I. 





Ansatz 1.u.2.Tag; 3. Tag 4. Tag | 5.Tag | 6.Tag 7. Tag 8. u. 9. Tag 

1. Filtrat ohne klar, |schwach unveraindert, flockt aus, triibe 

Toluolzusatz dunkler — triibe 
als 3—10 

2. Filtrat mit wie schwach unverandert, flockt aus und wird 
Toluolzusatz Probe 1 triibe stark tribe 

3. 1% Ascorbin- klar wenig Bodensatz, schwach triibe 
siure, ohne 
Toluoi 

4. Wie 3, mit klar schwach getriibt 
Toluolzusatz 

5. 1,5 % Ascor- klar Wolkchen, 
binsaure, sehr schwach 
ohne Toluol triibe 

6. Wie 5, mit klar wie Probe 5 
Toluolzusatz 

7. 2% Ascorbin- klar Wolkchen, sehr schwach 
siure, ohne sonst klar triibe 
Toluolzusatz 

8. Wie Probe 7, klar Wolkchen, sonst fast klar 
doch mit To- 
luolzusatz 

9, 2,5 % Ascor- klar einige Fléckchen, 
binsaéure, sonst klar 
ohne Toluol 

10. Wie 9, mit klar sehr schwach 


Toluol triibe 


* Wenn hier eben angegeben wurde, daB dieses Praparat aus 5 g Roh- 
curare hergestellt wird, so ist dies bedingt durch die Starke des verwendeten 
Roheurares. Es soll 1 cem dieser Lésung 50 Mause entweder téten ode 
schwer vergiften. 
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Tabelle Il. Versuche mit ultrafiltrierten Lésungen im Vory\fB; eine 








3 Toluol- Aussehen der 
Lésung ataeke Nr.  Flasche Lésung nach 1. Tag 2. Tag 4. Ts 
: $ dem Filtrieren 











A. Ultrafiltrierte Lésung | 1 weiB kl. schw. tr, tr. 
ohne Zusatz von Ascor- mit 
binsaéure Toluol | 2 ~~ ~braun blank kl. schw. tr. schw. 

filtrierte 
| 3. weiB Lésung kl. schw. tr. schw. 
ohne 
a 4 braun | kl. L. kl. schw. 
eae a | eee 8S. wolk. wolk. 

B. Ultrafiltrierte Lésung 5 ~~ weiB kl. L. kl. kl. 

4.4 % Ascorbinsaure one | P b Kl : i Schw. wollff s. schw 
oluo | raun blank cl. ae el. kl. 
o| weig |) Meterte | 4 — in 
Pe | wei Lésung 1. fast. k\. fast kl 
Toluol | 8 braun kl. kl. kl. 
(. Ultrafiltrierte Losung | { 9 weiB | i kl. | L. ki. kl. 
+ 2%, Ascorbinsaiure mit S. s. schw. wolklf's. schw 
Toluol | 10 braun blank kl. kl. kl. 
; filtrierte 
hail 11 weiB Lésung kl. kl. kris. 
Toluol | 12. braun kl. kl. kl. 

D. Einfach filtrierte Lé- (13 weiB Die | fastkl. L. schw. tr. J fast kl 
sung + 1% Ascorbin- mit | Lésungen | S. minimal schw. 
saéure bee | 14 braun |waren nicht} fastkl. L. fast ki. fast kl 

volistandig | S. minimal schw. 

( 15 ~—weiB blank zu = fastkl. ~L. fast kl. fast. k] 

ohne }! erhalten S. minimal schw. | 
en 16 braun (kolloidale fastkl. L. fast kl. fast kl 
Triibung) S. minimal schw. 

‘Abkiirzungen: kl. = klar, tr. = triibe, schw. = schwach, wolk. = wol- 
kig, s. = sehr, kris. kriselig, L. = Lésung, S. = Sediment. 

Es zeigte sich eine gewisse, allerdings noch recht unbedeutende ] 
Wirkung, und weiter zeigte sich eine iiberraschende Tatsache: es v 
konnte namlich beobachtet werden, daB der Toluolzusatz, der allen I 
Curarillésungen zur Konservierung zugesetzt wurde, auf die Triibung ( 
keinen EinfluB hat. Es wurden nun dieselben Versuche noch einmal I 


angesetzt und die Lésungen teils einfach und teils durch Ultrafilter 
filtriert. Hierdurch wurden die Resultate wesentlich verbessert (siehe 


Tabelle IT). P 
Die Tabelle zeigt, daB es auf verschiedenen Wegen médglich ist, f 


klare Lésungen zu erhalten, wenn dafiir gesorgt wird, daB die in den i 
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. schw. wolk. 
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. wolk. 
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. kris. 

. fast kl. 

. leicht wolk. 


. leicht wolk. 
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schw. tr. 
fest 

tr. 
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. fast kl. 


wolk. 


. fast kl. 


wolk. 


. fast kl. 


wolk. 
fast kl. 
wolk. 
fast kl. 


. schw. wolk. 
. fast kl. 
. wolk. 


~ iy 

. wolk. 
. kl. 

. wolk. 
. fast kl. 

. schw. wolk. 
~ kL 

. leicht wolk. 
. kolloid getr. 
. wolk. 

. schw. tr. 

. schw. 


wolk. 


y. wolk. 


: wolk. 


Damar 


Dm™M 


TL 


. leicht 
» ke. 
. leicht 


» keh 
. leicht 
. Kh 
. leicht 
» kel 
. leicht 
. kil. 
. leicht 


L. 
. wenig Bodens. 


L. 
. wenig Bodens. 


48. Tag 


. schw. tr. 

. fest. Bodensatz 
. schw. tr. 

. fest. Bodensatz 
. fast kl. 

. lock. Wolken 
. fast kl. 

. lock. Wolken 


. klar 
. leicht 


wolk. 
> wolk, 
wolk. 
wolk. 
wolk. 
wolk. 
wolk. 
wolk. 
fast kl. 
fast kl. 


L. k 


RE DN 


. schw. wolk. 
. kl. 
. schw. wolk. 


49. 


Alle Filtrate blieben klar, 


Samtliche Lésungen wurden filtriert. 


Tag 


13 und 15. 


auBer bei den Lésungen 3, 4, 


100. 


das Filtrat 9 und als Vergleich eine 


wurde 


Curarillésung fiir Tierversuche 


(Von den Lésungen 


Lésungen enthaltenen Harze nach ihrer Abscheidung restlos entfernt 
werden. Der Zusatz von Ascorbinséure hat offensichtlich einen erheb- 
lichen EinfluB, wie die Ablesung am 48. Tage ergibt. Die Belichtung 
(Aufbewahrung in weiBen bzw. braunen Flaschen) ist jedoch fiir die 
Haltbarkeit ohne Bedeutung. 


Vorg 
B.4 4. Tag 
W. tr tr. 
W. tr schw. tr. 
W. tr schw. tr. 
schw. tr. 
k. wolk. 
kl. 
thw. wolff s. schw. wolk. 
kl. 
k. wolk. 
kl. fast kl. 
kl. 
kl. : 
hw. wolkll.s. schw. wolk, 
kl. 
kris. 
kl. 
. tr. fast kl. 
mal schw. wolk. 
kl. fast kl. 
mal schw. wolk. 
kl. fast. kl. 
mal schw. wolk. 
kl. fast kl. 
mal schw. wolk. 
" 
i] 


Es ware immerhin méglich, daB die Ascorbinséure einen Einflub 
auf die Toxizitat des Praiparates ausiiben kénnte, und es wurde daher 


die in der Tabelle mit 9 bezeichnete Lésung an 
frischen Ausgangsliésung verglichen. 
in der Toxizitét nicht gefunden werden. 


a«é 


27 Mausen mit einer 
is konnten hierbei Unterschiede 


verwendet.) 


frisch angesetzte 


Tag 


19. Tag. 


am 


Resultat wie 
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Zusammenfassung. 


Schon durch Ultrafiltration beim Herstellen der Lésungen und 
einem nochmaligen Filtrieren nach kurzer Zeit gelingt es, zu klaren, 
haltbaren Curarelésungen nach Art der Curarillésungen zu gelangen. 
Kin Zusatz von Ascorbinsdure verbessert den geschilderten Effekt ; 
der bisher allgemein iibliche Zusatz von Toluol verschlechtert ihn 
erheblich. Die physiologische Wirkung wird durch den Ascorbinsaure 
zusatz nicht beeinfluBt. 


Literatur. 
1) Vella, Acad. sci. 49, 330, 1859. — 2) Offenberg, Bonn, 1879. — 3) Wat 
son, Amer. J. of med. sci. 1877, S. 146. — 4) v. Hake, Deutsch. med. 
Wochenschr. 1880. 5) Bergell, Therapie der Gegenwart, 1904, Heft 9 








lic 
bi 


ot 
E 


ai 





Ind 


en, 
en. 
kt 


ihn 


ed. 
tg 





Blutgerinnung und Kochsalzkonzentration. 
Von 
Helmut Weitnauer, Werner Griining und Edgar Wohlisch. 
(Aus dem Physiologischen Institut der Universitat Wiirzburg.) 
(Eingegangen am 28. Januar 1941.) 


Mit 2 Abbildungen im Text. 


I. Einleitung. 


Die gerinnungsférdernden und -hemmenden Einfliisse verschiedener 
lonenarten auf den Gesamtvorgang der Blutgerinnung sind des 6fteren 
untersucht worden. Eine genauere Analyse, wie sich diese Einfliisse im 
einzelnen auf die beiden Hauptphasen der Gerinnung (I. Phase 

Thrombinentstehung, II. Phase — Thrombinwirkung) auswirken, 
liegt zumeist jedoch noch nicht vor. In den nachstehenden Unter- 
suchungen haben wir uns in diesem Sinne mit dem EinfluB des Koch- 
salzes befaBt. 

Heller fand, daB spontan gerinnendes, 200fach verdiinntes mensch- 
liches Blut mit einem Calciumgehalt von 0,01 % eine echte Gerinnung 
bei Variation der Kochsalzkonzentration nur in dem Bereich von 0,2 
bis 0,6 %, NaCl erkennen lat. Unterhalb von 0,2 °, wurden Fallungen, 
oberhalb von 0,6 % nur Triibungen beobachtet. Auffallend ist an diesem 
Ergebnis vor allem, daB der Elektrolytgehalt der physiologischen Koch- 
salzlésung (0,9%), die ja meist als Lésungsmittel bei Gerinnungs- 
versuchen verwendet wird, bei der von Heller verwendeten starken 
Verdiinnung des gesamten Gerinnungssystems sich nicht als optimal, 
sondern bereits als deutlich hemmend erweist. 

Dieser gerinnungshemmende EinfluB héherer Na Cl-Konzentrationen 
ist sicherlich ein sehr komplexer Effekt: es wird hierbei sowohl die I. 
wie die Il. Phase der Gerinnung gehemmt, jedoch ist nach den Angaben 
von Bordet und Gengou in dieser Hinsicht die L. Phase viel empfindlicher. 
Nach Herzfeld und Klinger, die den isolierten Vorgang der Thrombin- 
bildung aus Prothrombin, lipoidem Cytozym (alkoholischem Herzmuskel- 
extrakt) und Ca-Ionen als Funktion der Kochsalzkonzentration unter- 
suchten, findet sich ein deutliches Optimum der Thrombinbildung bei 
0,4 bis 0,6% NaCl. Die Konzentration der physiologischen Kochsalz- 
lésung bewirkt nach diesen Angaben, in Analogie zu den Versuchen 
Hellers am gesamten Gerinnungssystem, also auch bei der isolierten 
I. Phase eine gewisse Hemmung. 

Auch die Beeinflussung der isolierten II. Phase der Gerinnung 
durch Elektrolyte ist sicherlich .komplexer Natur, da von der Ionen- 
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konzentration einerseits die Reaktion des Thrombins mit dem Fibrinove 
also die eigentliche Umwandlung des Substrats, andererseits aber auch 
die Léslichkeit des gebildeten Reaktionsproduktes und damit di 
Geschwindigkeit seiner Ausscheidung abhangt. Fiir das Kochsalz isi 
eine Léslichkeitssteigerung des Profibrins (A pitz) und des Fibrins bereits 
mehrfach nachgewiesen (Naheres bei Wéhlisch, insbesondere S. 272 ff 
wodurch die Verzégerung der Gerinnung des Fibrinogens durch Thrombin 
bei steigender Kochsalzkonzentration zum mindesten teilweise erklirt 
wird. 

Mellanby priifte den EinfluB der Kochsalzkonzentration auf dic 
isolierte I]. Phase an einem System aus Fibrinogen und Thrombin im 
Bereich von 0,5 bis 3,0%. Er erhielt die kiirzeste Gerinnungszeit bei 
der kleinsten Konzentration. Nach Herzfeld und Klinger soll auch beim 
Ablauf der isolierten II. Phase ebenso wie bei der I. Phase ein Optimum 
der Kochsalzkonzentration nachweisbar sein. 

Da einer Verminderung der NaCl-Konzentration stets eine Ver- 
minderung der Stabilitat des Fibrinogens, Profibrins und Fibrins ent 
spricht, erschien uns die Angabe von Herzfeld und Klinger nicht sehr 
wahrscheinlich, wir wiirden vielmehr eine mit abnehmender Na('| 
Konzentration standig zunehmende Geschwindigkeit der Gerinnung 
des Fibrinogens durch zugesetztes Thrombin erwarten. 


In unserer Untersuchung wurde zuniachst der EKinfluB der Variation 
des Kochsalzgehalts auf die Gerinnung recalcifizierter Oxalatplasmen, 
d.h. auf den gleichzeitigen Ablauf der I. und IL. Phase, sodann auch 
auf den Ablauf der isolierten II. Phase untersucht. Der Vergleich der 
erhaltenen Ergebnisse erlaubt Riickschliisse auf den EinfluB des Koch- 
salzes auf die isolierte I. Phase. 


Il. Experimenteller Teil. 
Methodik. 


Die Darstellung der Fibrinogen- und Thrombinlésungen erfolyte 
in der bei Wohlisch und Griining naher beschriebenen Weise. 


1. EinfluB des Kochsalzes auf die Gerinnung recalci-. 
fizierten Oxalatplasmas (gleichzeitiger Ablauf der I. und 
Il. Phase). 

Von einer gréBeren Anzahl von Versuchen, die iibereinstimmende 
Ergebnisse aufwiesen, sei der folgende Versuch ausfiihrlich wieder 
gegeben. 

Rinderoxalatplasma wurde 24 Stunden hindurch gegen mehrfach 
gewechselte 0,1 ° ige NaCl-Lésung dialysiert und so auf diese NaC! 
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Konzentration eingestellt. Sodann wurden verschiedene Proben dieses 
Plasmas durch Zugabe berechneter NaCl-Mengen auf die fiir die Ver- 
suche erforderlichen NaCl-Konzentrationen gebracht. Die Gerinnung 
der Plasmen wurde durch Zusatz von CaCl,-Lésung ausgelést. Die in 
Reagenzglasern angestellten Gerinnungsversuche liefen im Wasser- 
thermostaten bei 37°C ab. Als Gerinnungszeit, GZ., ist die Zeit vom 
Augenblick des CaCl,-Zusatzes bis zum Auftreten deutlicher Fibrin- 
flocken angegeben. Es wurden vier Versuchsreihen angestellt, in deren 
jeder die NaCl-Konzentration im Gerinnungssystem zwischen 0,1 und 
1.8% variierte. Die vier Reihen unterscheiden sich voneinander dadurch, 
daB die Gerinnung durch 










verschieden hohe CaCl,-Zu- 160 oT 
pi v en Min 
sitze ausgelést wurde (4 oo i ee 
bzw. 10 bzw. 20 bzw. 40 mg % 
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CaCl). Jede dieser Reihen 120 jee 2 ee os 
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entspricht einer der vier 100 , 


Kurven in dem Diagramm 
der Abb. 1. Aus diesem geht | 
hervor, daf& in jeder Reihe © gy 
ein Optimum der NaCl-Kon. 


zentration deutlich nach- 
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namlich bei 0,5° NaCl ue 
: i : se 0 s Abb.1. Gerinnungszeit, GZ., eines recalzifizierten 
Die t bereinstimmung mit Rinderplasmas als Funktion der prozentualen 


ry: Kochsalzkonzentration ¢y,¢), bei Variation des 
> 7, erzleld oy NaCl > 
dem von Herzfeld und Klinger CaCly-Gehalts von 4 bis 40 mg%. 


fiir die isolierte I. Phase der Versuchstemperatur 37° C. 
Gerinnung angegebenen Op- 

timum von 0,4 bis 0,6°% NaCl ist bemerkenswert. Wir werden sehen, 
daB das von uns bei der Gerinnung des Gesamtsystems aufgefundene 
Optimum der NaCl-Konzentration nur auf die Beeinflussung der 
[ Phase zuriickgefiihrt werden kann, da die isolierte Il. Phase kein 
derartiges Optimum erkennen lat. 


Aus der Abb. 1 geht weiter hervor, dai in dem von uns verwendeten 
Bereich der CaCl,-Konzentrationen die Gerinnungszeit mit steigender 
Caleiumdosis abnimmt, weil der Grenzwert nicht erreicht wurde, 
oberhalb dessen das Calcium eine gerinnungshemmende Wirkung ausiibt. 
Wir weisen in diesem Zusammenhang darauf hin, daB Mellanby fiir das 
Gesamtsystem der Blutgerinnung (Fibrinogen mit Prothrombin 
+ Thrombokinase + CaCl.) eine optimale CaCl,-Konzentration von 


0,06% = 60 mg% angibt. 
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2. EinfluB des Kochsalzes auf die isolierte Il. Phase de 
Blutgerinnung. 


In mehreren iibereinstimmenden Versuchen wurde die Wirkui, 
der Variation des Kochsalzgehalts auf den Ablauf der Gerinnung des 
Fibrinogens unter dem EinfluB einer zugesetzten konstanten Thrombin 
menge untersucht. In einigen Versuchen wurden als Gerinnungs 
substrat Oxalatplasmen (nicht recalcifiziert), in den meisten jedoci: 
gereinigte Fibrinogenlésungen verwendet. Diese Versuche lassen sic! 
nach unseren Erfahrungen nur oberhalb einer Mindestkonzentrat{oi) 
von etwa 0.1% NaCl im Gerinnungssystem durchfiihren, da es unter 

iene halb dieser Konzentration leicht 
zu spontanem Ausflocken des 

Fibrinogens infolge nicht mehr 
ausreichender Stabilisierung 
durch den Elektrolyten kommt 
Abb. 2 gibt den typischen 
Verlauf eines derartigen, mit 
einer Pferdefibrinogenlésung bei 
37°C angestellten Gerinnungs- 
versuchs wieder, bei dem dic 
Kochsalzkonzentration im Be. 


oF ee Ce oe ee . ~=reiche von 0,1 bis 18% NaC! 
CNet —e %o /0 

















variiert wurde. Ebensowenig wie 
Abb. 2. Gerinnungszeit, GZ, eines Systems aus “ :  . - 
Pferdefibrinogen und Thrombin als Funktion der in diesem konnte in irgendeinem 


prozentualen Kochsalzkonzentration cy, (4. der anderen Versuche jemals 
Fibrinogenkonzentration im System 0,35 %. . Z ie - 
Temperatur 370 C. eine optimale Wirkung des Koch- 


salzes bei einer bestimmten Kon- 
zentration bzw. eine Gerinnungshemmung durch Herabsetzung der 
NaCl-Konzentration unter einen bestimmten Grenzwert festgestellt 
werden vielmehr nimmt mit abnehmendem Salzgehalt auch die Ge 
rinnungszeit standig ab, um, wie im vorliegenden Versuch, unterhal} 
von etwa 0,4% NaCl annahernd konstant zu werden. Dieses Ergebnis 
steht im Gegensatz zu den Angaben von Herzfeld und Klinger, die, wic 
eingangs erwahnt, auch fiir die isolierte IT. Phase die Existenz einer 
optimalen Kochsalzkonzentration, d.h. Wiederansteigen der Ge 
rinnungszeit mit fallendem NaCl-Gehalt unterhalb des Optimums 
behaupten. 

Da nach unseren Ergebnissen die isolierte II. Phase der Blut 
gerinnung kein Optimum der NaCl-Konzentration erkennen 1abt 
miissen wir den Schlu8B ziehen, daB das von uns bei der Gerinnung des 
Gesamtsystems (recalcifiziertes Oxalatplasma) aufgefundene Optimum 
als ein Interferenzeffekt aus den Einzeleinfliissen der Variation des 
NaCl-Gehalts auf die I. und IT. Phase aufgefaBt werden muB. Dir 
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Erscheinung kénnte darauf beruhen, dab die Thrombinentstehung durch 
das Kochsalz im entgegengesetzten Sinne beeinfluBt wird wie die 
rhrombinwirkung, durch Steigerung der NaCl-Konzentration also eine 
Hemmung erfahrt. Unser Ergebnis ist aber auch mit der Angabe von 
Herzfeld und Klinger vereinbar, daB bereits fiir die Thrombinentstehung 
selbst eine optimale Kochsalzkonzentration existiert. Eine Entscheidung 
dariiber, welche von beiden Méglichkeiten zutrifft, war uns bisher aus 
iuBeren Griinden nicht méglich. 


Zusammenfassung. 


Es wurde die Abhangigkeit der Gerinnungszeit von der Kochsalz- 
konzentration untersucht, und zwar an folgenden Gerinnungssystemen : 

1. An recalcifiziertem Oxalatplasma, d.h. an einem System, in 
dem die I. Phase (Thrombinbildung) und die II. Phase (Thrombin. 
wirkung) nebeneinander ablaufen (Gesamtsystem). 

2. An Fibrinogenlésungen, die unter dem EinfluB einer zugesetzten 
konstanten Thrombinmenge gerannen, d.h. an einem System, das eine 
Untersuchung der isolierten II. Phase der Gerinnung gestattet. 

Wir kamen zu folgenden Ergebnissen: 

Zu 1. Bei der Gerinnung des Gesamtsystems findet sich ein deut- 
liches Optimum der Kochsalzkonzentration bei 0.5%. Sowohl eine 
Herabsetzung als auch eine Steigerung der NaCl-Konzentration gegen- 
iiber dem Optimum verlaingert die Gerinnungszeit. Die Lage des 
Optimums ist weitgehend unabhangig von der Ca-lonenkonzentration 
im System. 

Zu 2. Bei der isolierten Ll. Phase der Gerinnung konnte im Gegen- 
satz zu den Angaben von Herzfeld und Klinger kein Optimum der 
NaCl-Konzentration festgestellt werden, vielmehr nimmt mit steigendem 
Kochsalzgehalt auch die Gerinnungszeit standig zu. 

Aus diesen Ergebnissen ist zu schlieBen, daB das bei der Gerinnung 
des Gesamtsystems beobachtete Optimum der NaCl-Konzentration auf 
einer Beeinflussung der I. Phase beruht. Die Einzelheiten dieser Beein- 
flussung bediirfen weiterer Untersuchung an isolierten Systemen der 
Thrombinbildung. 
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Zur Verwendung von Permutit 
bei Stotfwechselversuchen mit Mikroorganismen. 
(Vorlaufige Mitteilung.) 

Von 
Maximilian Steiner. 

(Aus den Botanischen Anstalten der Universitat. G6ttingen. ) 


(Eingegangen am 21. Februar 1941.) 


Das Austauschvermégen des Natriumpermutits wurde in der 
physiologischen Chemie bisher ausschlieBlich fiir analytische Zwecke 
in Verwendung gezogen. Von der naheliegenden Anwendungsmdglich 
keit zu Abfangzwecken im Stoffwechselexperiment wurde dagegen 
u. W. bislang merkwiirdigerweise kein Gebrauch gemacht. Wir selbst 
haben die auf Ionenaustausch beruhende Bindungskapazitat des Per 
mutits fiir Ammonium mit Erfolg fiir die Klarung einiger Fragen der 
Ernahrungsphysiologie und des intermediéren N-Stoffwechsels von 
Endomyces vernalis verwenden kénnen. Da sich das Permutitverfahren 
vermutlich auch auf anderen, ahnlichen Arbeitsgebieten niitzlich er- 
weisen diirfte, werden im folgenden einige Versuchsergebnisse kurz 
mitgeteilt !. 

Durch M. Steiner (1938) und S. Heide (1939) war gezeigt worden. 
daB der Fett- und EiweiBgehalt der Zellen von Endomyces vernalis 
weitgehend durch den Stickstoffgehalt der Nahrlésung bestimmt wird. 
Hoher N-Gehalt in dieser bewirkt geringe Verfettung und hohen Eiweif- 
gehalt, N-Mangel starke Verfettung und niedrigen Eiweibgehalt. Bei 
der in unserem Laboratorium iiblichen Art der Kultur des Pilzes auf 
Quarzsand, der mit der Nahrlésung getrankt wird, konnte diese Gesetz- 
maBigkeit sowohl bei Verwendung von Asparagin, Aminosauren und 
Harnstoff, als auch von Ammonsalzen und Nitraten als N- Quelle fest- 
gestellt werden. Ganz anders wird das Verhalten des Pilzes, wenn als 
Unterlage an Stelle des indifferenten Quarzsandes Natriumpermutit 
genommen wird, wie aus der auszugsweisen Wiedergabe eines Versuchs- 
protokolls in Tabelle I hervorgeht. Jeder der beiden Versuche bestand 
aus je zwei Schalen mit 15 cem der Nahrlésung nach Woltje, welche an 
Stelle von Asparagin je 184 mg Ammontartrat (= 28 mg N) enthielt: 
Kulturdauer 6 Tage. 


1 Eine ausfiihrliche Darstellung wird mein Schiiler H. Raaf im Rahmen 
von Untersuchungen iiber die Fett- und EiweiBisynthese des Endomyces 
vernalis demnachst an anderer Stelle veréffentlichen. 

















— ._Z _ 


s, rt >. * 





ler 


‘ke 


en 
bst 
er 

ler 
on 


‘en 


ITZ. 


eri 


Pes 














Permutit bei Stoffwechselversuchen mit Mikroorganismen. 331 


Tabelle I. 





Unterlage Trockenpilz ‘ ae Gesamt-N 
mg 9% mg > 
Qnarzsand ..... 1113 12,0 134 5,36 
Permutit ...... 1080 26,9 290 3.75 


Der Pilz zeigt also auf Quarzsand und auf Permutit trotz der 
yleichen Gesamtmenge an N in der Nahrlésung eine sehr verschiedene 
Verfettung. Der Permutit reiBt gleich zu Beginn der Kultur den gré8ten 
Teil des zugesetzten Ammoniums an sich und gibt davon nur kleine 
Mengen im Ma der Aufnahme durch den Pilz frei. Immer aber bleibt 
offenbar der Stickstoff in der Permutitkultur im relativen Minimum, 
wie uns die Analyse der Pilzernte zeigt. 

Die Gesamtausbeute an Pilztrockensubstanz ist in den beiden 
Versuchen nicht wesentlich verschieden, die gesamte Fettausbeute im 
Permutitversuch mehr als doppelt so hoch als im Quarzsandversuch. 
Da in beiden Ansatzen der zugegebene Zucker zur Zeit der Ernte zu 
mehr als 95% verbraucht war, liegt auch der Wert fiir den Fett- 
koeffizienten im Permutitversuch wesentlich giinstiger. 

Durch Verwendung des Permutits gelingt es also, den N-Spiegel 
in der Nahrlésung konstant so niedrig zu halten, daB (trotz fast maxi- 
maler Produktion an Trockensubstanz) eine sehr starke Verfettung 
eintritt. Das konnte bisher mit keinem Kulturverfahren errreicht 
werden. Auch FlieBkulturen (s. S. Heide, a.a.O.) hatten in dieser 
Hinsicht versagt. Die mégliche praktische Bedeutung des Permutit- 
verfahrens liegt nach dem Gesagten auf der Hand. 

Es ist nun weiterhin sehr bemerkenswert, da ganz analoge Ergeb- 
nisse auch dann erhalten werden, wenn dem Pilz auf Permutitunterlage 
die Stickstoffnahrung nicht in Form von Ammoniumsalzen, sondern in 
organischer Bindung (als Amino- oder Amid-N) geboten wird : Tabelle II. 


Tabelle II. 





Nahrlésung nach Wéltje ; 


1 Schale (15 ccm) enthalt Unterlage Trockenpilz Fett Gesamt-N 
28 mg als mg 9} 9} 
Ammontartrat ......... Permutit 340 23,8 4,55 
Asparagin ............. ne 312 21,1 4,6 
eS a e Pa 323 276 4,1 
I as dake sees Quarzsand 378 45 5,4 


Dieses Ergebnis ist eindeutig und lat nur eine Erklarung zu: 
weder Harnstoff noch Asparagin werden vom Pilz als solche verwertet, 
sondern erst nach Abspaltung der Amido- bzw. Aminogruppen. Ist 
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Permutit zugegen, so wirkt dieser als Abfangmittel fiir das — offenba: 
exoenzymatisch freigesetzte Ammonium. Im iibrigen wird genau 
wie bei Ernahrung mit Ammonsalz der Spiegel des frei verfiigbaren 
Ammoniums so niedrig gehalten, daB sich die in den Analysenzahlen 
klar ausgedriickte Umstimmung des Fett- und Proteinstoffwechsels 
einstellt. 

Eine Stiitze fiir diese Annahme liefert auch die Analyse des im 
zeitlichen Verlauf der Kultur auf Asparagin in der Nahrlésung auf- 
tretenden Ammoniums: Tabelle IIL (Mittelwerte). 


Tabelle ILI. 





Kultur mit Asparagin mg NH,-N in der Nahrlésung (15 cem) 
auf . ES Hat HH) ho 


4. Tag 6. Tag 8.Tag | 12. Tag 


Permutit 0,06 0,08 0,06 0,03 
Quarzsand 0,21 0,62 0,74 0.87 


Der Pilz spaltet also mehr Ammonium aus der Amido- und Amino- 
gruppe des Asparagins ab, als er augenblicklich zu assimilieren vermag 
Im iibrigen zeigt sich. daB der Ammcniumspiegel bei Permutitzusatz 
tatsachlich auf der konstanten, geringen Héke gehalten wird, die sich 
aus den weiter oben beschriebenen Versuchen erschlieBen lief. 
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